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Resumen  
 

En este trabajo se estudió la influencia sobre el comportamiento celular de parámetros como 

confinamiento y rigidez ya que estos parámetros promueven la funcionalidad celular. De manera 

específica se estudió la influencia de estas señales en células hepáticas. Se escogió la línea celular 

HepG2 proveniente de un hepatoma humano y hepatocitos primarios de rata por su propiedad de 

adhesión únicamente en presencia de proteínas de superficie, ya que existe un considerable interés en 

desarrollar estrategias que promuevan el mantenimiento de un fenotipo hepático estable y adecuada 

funcionalidad en cultivos a largo plazo, promoviendo así características esenciales de los hepatocitos 

como la polaridad (presentan una membrana celular asimétrica en la que cada dominio realiza funciones 

específicas), la cual está ausente en los cultivos tradicionales en dos dimensiones y que es de gran 

significancia para estudios de desarrollo de nuevos fármacos e investigación en el campo de la 

ingeniería de tejidos.  

Así, se desarrolló una plataforma con características biomiméticas para cultivo de células hepáticas con 

polidimetilsiloxano (PDMS), un material polimérico biocompatible y de bajo costo, cuyas propiedades 

mecánicas son fácilmente modulables, ampliamente utilizado en el desarrollo de dispositivos 

microfluídicos. Su transparencia óptica permite la adquisición de imágenes o video en tiempo real de 

las células cultivadas en él, además de que su flexibilidad hace que se puedan aplicar estímulos 

mecánicos a las células mediante deformaciones locales del material, lo cual lo hace un material ideal 

para la fabricación de dispositivos tipo organ-on-chip. Además, la superficie del PDMS puede ser 

químicamente modificada para poder inmovilizar proteínas de matriz extracelular (MEC) como la 

colágena tipo I promoviendo así la adhesión celular, ya que algunos tipos de células como las HepG2 

no se adhieren al sustrato sin la presencia de esta proteína. Para la inmovilización de la proteína de MEC 

en la superficie del PDMS de forma localizada y con una geometría específica se implementó un método 

de litografía suave llamado impresión por microcontacto (uCP por sus siglas en inglés), este método 

permite la generación de patrones de proteína de MEC en la superficie de sustratos de PDMS para tener 

un control sobre la geometría y el confinamiento de las células hepáticas sobre el sustrato. El control 

del microambiente celular permite estudiar los mecanismos celulares implicados en las interacciones 

célula-célula y célula-sustrato, esenciales en la investigación con aplicaciones médicas (cáncer, 

medicina regenerativa, búsqueda de nuevos fármacos, etc.) 

Se sembraron de manera satisfactoria células HepG2 y hepatocitos de cultivo primario sobre los 

sustratos de PDMS de dos diferentes rigideces (suave: 12-13 kPa, rígido: 1-2 MPa) con los 

micropatrones de colágena I generados, se comprobó viabilidad con el ensayo de calceína AM/yoduro 

de propidio y adhesión, lo que no sucede en sustratos de PDMS sin tratamiento. También se evaluaron 

algunos marcadores de fenotipo y funcionalidad (HNF4-ɑ, albúmina, alfa fetoproteína y vimentina) 

mediante Western Blot e inmunofluorescencia (HNF4-ɑ y albúmina), así como la organización del 
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citoesqueleto de actina como validación de que las condiciones de fabricación de la plataforma (rigidez 

y confinamiento) favorecen la conservación del fenotipo celular en cultivo. Se observó que las células 

presentan una distribución cortical de actina al estar sobre los sustratos suaves, lo cual se espera en un 

fenotipo epitelial, mientras que en el sustrato rígido se forman más fibras de estrés, fenómeno 

generalmente asociado a un fenotipo mesenquimal. La proliferación es también menor en los sustratos 

suaves, comportamiento deseado para un hepatocito y que se busca en cultivo.  

Los resultados anteriores indican que el método utilizado (uCP) para la transferencia superficial de 

proteínas de MEC con una geometría específica sobre en un sustrato con rigidez modulable permiten 

crear microambientes celulares con características más biomiméticas lo que genera mejores modelos 

celulares de estudio. Cabe mencionar que el proceso es compatible con métodos de fabricación de 

dispositivos lab on a chip y órganos en un chip, que utilizan como material principal el PDMS, razón 

por la que fue elegido como material para la plataforma. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En los últimos años se ha hecho evidente que parámetros específicos del microambiente celular in vivo 

(estímulos mecánicos originados por la rigidez de la matriz extracelular, flujo, geometría del 

microambiente y factores solubles entre otros) tienen un impacto directo en el comportamiento y 

función celular [1]. 

Las técnicas tradicionales de cultivo celular carecen de elementos que puedan recrear la 

microarquitectura y el microambiente de los tejidos y órganos, lo que provoca una alteración en el 

fenotipo, comportamiento y función celular [2]. Por ello, se ha optado por crear plataformas de cultivo 

in vitro que permitan la modulación de este tipo de señales específicas logrando con el fin que las células 

cultivadas en estas plataformas más biomiméticas tengan un comportamiento que se aproxime más a 

las funciones que presentan in vivo.  

En particular, cuando los hepatocitos (células que componen el hígado en su mayoría) son cultivados 

en monocapas sobre cajas de cultivo tradicionales, ya sea de poliestireno o vidrio, pierden su capacidad 

de organizarse de manera adecuada para poder restablecer funciones que los caracteriza dentro del 

órgano [3]. La pérdida de funciones hepáticas específicas y la alteración de su metabolismo aunado a 

un cambio de fenotipo cuestiona de manera importante el uso del cultivo tradicional bidimensional 

debido a que no ofrece resultados comparables a lo que sucede dentro del lobulillo hepático [4]. 

Además, los hepatocitos son las células responsables del metabolismo de sustancias ajenas al 

organismo, por lo que son considerados el estándar de oro como modelo in vitro para evaluar la posible 

toxicidad de moléculas que son estudiadas como posibles fármacos [5]. 

Por lo anterior, surge la necesidad de diseñar y fabricar una plataforma de cultivo celular que pueda 

integrar las condiciones geométricas, mecánicas y bioquímicas adecuadas para evitar o retrasar la 

pérdida de funcionalidad y fenotipo celular hepático. Este proyecto aspira a ofrecer una herramienta de 

integración de varios de estos parámetros en cultivo para estudio y mantenimiento de fenotipo de 

hepatocitos in vitro. 
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CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO 

Los avances en distintos campos de la medicina y la biología se deben a nuestra habilidad para 

experimentar con los sistemas vivos. La investigación biomédica actual se realiza utilizando 

principalmente dos modelos experimentales: el cultivo celular y los animales de laboratorio. Sin 

embargo, aún cuando se han logrado avances extraordinarios en la medicina y la biología gracias a estos 

modelos, existen limitaciones para entender de manera más precisa la biología celular debido a que el 

microambiente dentro de una caja de cultivo de vidrio o poliestireno dista mucho de parecerse al 

microambiente in vivo, por lo que células no sólo cambian su comportamiento sino que pierden 

capacidad de reorganizarse entre ellas y remodelar su MEC con una microarquitectura que les permita 

llevar a cabo las funciones que realizan in situ, resultando en una disfuncionalidad en el cultivo celular 

tradicional en cajas y placas de poliestireno [6,7]. 

 

Así, por medio de la conjunción de la ciencia e ingeniería de materiales, la biología y las técnicas de 

microfabricación se han desarrollado nuevas plataformas de cultivo en un contexto más biomimético 

para poder hacer cada vez más estrecha la brecha existente entre el cultivo celular tradicional y la 

fisiología de cada órgano para conseguir un impacto de relevancia para la investigación básica y 

aplicada. 

 

1.1 Señales del microambiente que tienen impacto en la función celular  

 

In vivo, la microestructura de los tejidos define el entorno celular ya que determina las interacciones 

célula - célula y célula - MEC además de señales bioquímicas como factores de crecimiento y esfuerzos 

mecánicos [8]. Estas señales del microambiente actúan de manera cooperativa para regular el 

comportamiento celular, por lo cual resulta evidente que el cultivo en placas de poliestireno o cajas de 

vidrio genera un desajuste en la señalización celular, expresión de genes, fenotipo y funcionalidad [9]. 
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El desafío actual es identificar los factores que son cruciales para ser incorporados en una plataforma 

biomimética para modelar de manera apropiada diferentes procesos in vivo en un cultivo celular de 

acuerdo al órgano de interés. 

Se ha observado que señales del microambiente como la rigidez del sustrato, la geometría, el 

confinamiento y la composición de la MEC tienen una fuerte influencia sobre el comportamiento y 

función celular [7,8,10,11,12], por lo que se pueden estudiar los componentes del microambiente 

dividiéndolos en factores de adhesión, mecánicos, estructurales y químicos. 

 

 

Figura 1. Ejemplos de algunas señales del microambiente celular in vivo que definen el comportamiento de la 

célula. 

 

a) Adhesión  

 

El estudio de la biología celular in vitro requiere inevitablemente el aislar a las células de su entorno 

nativo e interrumpir las interacciones célula - célula y célula - matriz, introduciéndolas en un entorno 

que con frecuencia dista mucho de tener características similares al entorno in vivo. Para las células 

dependientes de anclaje, las interacciones adhesivas con la MEC circundante y con las células vecinas 

definen la forma y organización celular [13]. Esta capacidad de unión entre células o célula y su MEC 

es llevada a cabo por una amplia colección de moléculas como integrinas y cadherinas, entre otras, que 

son utilizadas para percibir el entorno fisicoquímico del microambiente extracelular [14]. Por lo tanto, 

es importante conocer y, de ser posible, controlar la disponibilidad de proteínas de superficie para 

anclaje y estudiar su impacto sobre las células de interés. 

 

b) Estímulos mecánicos  

 

Son varios los mecanismos que transmiten los esfuerzos mecánicos externos como: microflujo, rigidez 

de la MEC y esfuerzos generados por el contacto entre células (fuerzas de tracción) al interior de la 
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célula donde son traducidos a señales bioquímicas en un proceso llamado mecanotransducción [15]. Un 

ejemplo de este proceso es el que llevan a cabo ciertos tipos de moléculas de adhesión (integrinas y 

cadherinas) unidas a moléculas mecanosensibles (vinculina, talina, α-catenina, β- catenina, entre otras) 

que a su vez están enlazadas al citoesqueleto (filamentos de actina y  filamentos intermedios) lo que 

permite a la célula percibir la rigidez de la MEC y transmitir al núcleo esta señal [12,16]. Es importante 

tener un control sobre las propiedades mecánicas del sustrato sobre el cual se adhiere la célula, ya que 

dependiendo de la rigidez se pueden generar cambios en el fenotipo, diferenciación, proliferación, 

función, adhesión, migración y supervivencia [11,16,17,18,19]. 

 

c) Estructura, geometría y confinamiento  

 

Una de las principales consecuencias de la adhesión celular es la formación de tejidos con una estructura 

bien definida, como consecuencia de ello las células son confinadas a un espacio geométrico específico 

lo que resulta de gran importancia en el comportamiento y funciones celulares ya que se ha comprobado 

que el confinamiento geométrico juega un papel relevante en la función, diferenciación, proliferación y 

apoptosis celular [10,20].  En los últimos años, el cultivo in vitro de diferentes tipos celulares utilizando 

micropatrones con geometrías específicas ha permitido revelar importantes pistas sobre cómo el 

confinamiento y la geometría del microambiente impacta a la fisiología celular, desde su organización 

intracelular hasta el estado de diferenciación [21,22]. La importancia de controlar la geometría de los 

micropatrones que forman los sitios de adhesión es que puede ser usada para limitar el esparcimiento 

(spreading) de la célula y mimetizar el confinamiento espacial fisiológico de un determinado tejido u 

órgano [23].  

 

d) Composición química 

 

Desde el punto de vista químico, la composición de la MEC juega un papel importante en el control del 

comportamiento celular [24] a través de vías de señalización mediadas por integrinas. Varias proteínas 

de la MEC se unen a integrinas a través de diversos mecanismos que tienen como resultado la puesta 

en marcha de múltiples vías de señalización y por lo tanto desencadenan un determinado 

comportamiento celular. 

Algunas proteínas de MEC como la fibronectina contienen una secuencia particular de aminoácidos 

conocida como RGD, arginina - glicina - aspartato, que tiene efecto sobre las funciones celulares como 

la adhesión, ya que permite la unión entre las integrinas y la matriz extracelular [25]. Además de tener 

estos sitios de adhesión, la MEC también contiene diversas moléculas de señalización (factores de 

crecimiento, citocinas, etc.) con un mecanismo fuertemente regulado con relación a tiempos y sitios 

para la liberación de dichas moléculas, generando gradientes que son fundamentales en la regulación 

de procesos celulares como la migración [26]. Algunos de los mecanismos por los que pueden ser 
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liberadas estas moléculas son la regulación mediante componentes de la MEC como 

glucosaminoglucanos y proteoglucanos [27] o por acción mecánica de las células al ejercer fuerzas de 

tracción sobre las fibras [28], ilustrando que las señales químicas y mecánicas se encuentran 

estrechamente relacionadas 

 

En la siguiente sección se describirán algunas de las técnicas y materiales que permiten la integración 

de características biomiméticas como las mencionadas en esta sección, al construir plataformas de 

cultivo celular. 

1.2 Técnicas y materiales para microfabricación de plataformas de cultivo celular 

 

Como se planteó en la sección anterior existe un gran desafío tecnológico para la producción de 

plataformas de cultivo que tengan la posibilidad de controlar los parámetros antes mencionados 

(adhesión, estímulos mecánicos, estructurales y componentes químicos) para permitir que los modelos 

celulares cultivados en estas plataformas se encuentren en un estado más parecido al que están en los 

sistemas vivos.  

Para la producción de estas plataformas se han utilizado un conjunto de técnicas de fabricación que 

permiten manipular y estructurar materiales a escala micrométrica debido a que en esa magnitud se 

encuentran los procesos celulares, algunas de las características de los materiales a controlar son: 

rigidez, porosidad, solubilidad, estructura geométrica y curvatura [29]. 

1.2.1 Técnicas de microfabricación   

 

Al conjunto de técnicas y procesos que permiten manipular materiales para la producción de 

dispositivos y estructuras a escala micrométricas se le llama microfabricación [30]. El auge de esta 

tecnología surge en 1947 con la invención del transistor y la fabricación de circuitos integrados, de aquí 

que la mayor parte de la maquinaria utilizada para microfabricación fue desarrollada inicialmente para 

aplicaciones relacionadas con la microelectrónica. Por lo anterior, estas técnicas no son específicas para 

aplicaciones médicas o biológicas; sin embargo han ofrecido un gran número de posibilidades para el 

estudio químico, biológico y físico de procesos a nivel celular y molecular [31].  

El uso de la microfabricación brinda la posibilidad de explorar una gran variedad de diseños, geometrías 

y tamaños mediante los cuales es posible sembrar a las células en posiciones precisas para crear arreglos 

definidos. A continuación se describen algunas de las técnicas que se han utilizado extensamente para 

estos fines: 



19 

1.2.1.1 Fotolitografía 

  

La fotolitografía es una de las técnicas de microfabricación más utilizadas para microestructurar 

patrones en un determinado material. Este proceso (figura 1) consiste en una serie de pasos en los cuales 

un patrón deseado es generado en la superficie de un sustrato, recubierto con una resina fotosensible 

depositada mediante spin coating, a través de la exposición de ciertas regiones del mismo a luz 

ultravioleta (UV), utilizando una máscara con regiones opacas. Dependiendo del tipo de resina 

fotosensible utilizada pueden presentarse dos posibles transformaciones después de haber sido expuesta 

a la radiación: cuando se ilumina una resina positiva, las regiones expuestas se solubilizan 

posteriormente con una solución de revelado y son retiradas del sustrato; por otro lado, una resina 

negativa es entrecruzada después de haber sido expuesta a la luz UV y en consecuencia sólo las partes 

no expuestas son removidas después del contacto con la solución de revelado [32]. Una de las resinas 

que se usan de manera más común es la SU-8, desarrollada originalmente por IBM. Esta resina epóxica 

negativa es entrecruzada por la exposición a luz UV en el rango de 350 a 400 nm y puede ser revelada 

con diversas sustancias como pueden ser propilenglicol monoeter acetato (PEGMEA), etil acetato o 

alcohol diacetona. 

 

 

Figura 2. Esquema del proceso de fotolitografía. 

 

Para fines relacionados con aplicaciones biológicas, esta técnica tiene varias limitaciones [33]: 

● La fotolitografía es un proceso costoso ya que el equipo utilizado fue desarrollado para los procesos 

de alta precisión requeridos para la fabricación de dispositivos microelectrónicos. El capital 
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requerido para poder disponer de un cuarto limpio hace que la fotolitografía sea muy poco accesible 

para la mayoría de químicos y biólogos. 

● Usualmente la fotolitografía se lleva a cabo colocando una máscara con un determinado patrón sobre 

una película de resina fotosensible. El tiempo y costo relacionados con la fabricación de estas 

máscaras presenta una barrera significativa para el uso de esta tecnología. 

● Finalmente, la fotolitografía no ofrece control sobre la química de la superficie y no es aplicable a 

superficies curvas o no planas. 

1.2.1.2 Litografía suave 

 

La litografía suave representa un concepto diferente para el prototipado rápido de estructuras a escala 

micro y nanométrica en sustratos planos, curvos, flexibles y suaves. Es un conjunto de técnicas no 

fotolitográficas con las cuales se obtienen réplicas detallada de patrones en un material “suave” 

comparado a los materiales comunes de la microelectrónica. La ventaja principal de este proceso es su 

bajo costo [34], no requiere de equipos e instalaciones de laboratorio sofisticado para su realización 

como en el caso de la fotolitografía que se mencionó anteriormente. 

 

La litografía suave engloba técnicas que han dado resultados satisfactorios para la fabricación de micro 

y nanoestructuras según las aplicaciones finales deseadas o las limitaciones tecnológicas del operador. 

Algunas técnicas de la litografía suave son: el proceso molde-réplica, impresión por microcontacto 

(Microcontact Printing, µCP), micromoldeo asistido por solvente (Solvent-Assisted Micromolding, 

SAMIM), moldeo por microtransferencia (Microtransfer Molding, µTM) y micromoldeo capilar 

(Micromolding in capillaries, MIMIC), entre otras. Este conjunto de técnicas fueron descritas por 

George Whitesides de manera muy detallada en [35] y [36]. En este trabajo se utilizaron dos procesos 

de litografía suave que se detallan a continuación. 

 

● Proceso molde-réplica 

  

El proceso molde-réplica (figura 3) permite duplicar la forma, tamaño y estructura geométrica de un 

molde maestro, así como generar patrones en un rango de materiales más amplio de los que son posibles 

con la fotolitografía  En contraste con la fotolitografía, esta técnica permite replicar estructuras 

tridimensionales en un sólo paso depositando un prepolímero sobre la superficie de un molde maestro 

que puede ser una oblea de silicio con patrones generados mediante fotolitografía. El prepolímero es 

entrecruzado y posteriormente desprendido obteniendo así la estructura en negativo del molde. 

 



21 

 

Figura 3. Proceso molde-réplica, tomada de [37]  

 

● Impresión por microcontacto     

  

La formación de micropatrones es una importante herramienta para el estudio del comportamiento 

celular en microambientes controlados. La técnica de impresión por microcontacto, descrita en esta 

sección, representa una forma de crear patrones en los que se puede controlar la distribución y 

composición de las proteínas unidas a la superficie, las cuales permiten la adhesión celular. 

 

La impresión por microcontacto (µCP) descrita por primera vez por el grupo de Whitesides, en 1993 

[38], es un método en el cual se usa una estampa elastomérica con patrones en bajo relieve para transferir 

un material sobre una superficie como si fuera una “tinta”. El concepto general es tan simple como la 

manera en la que los niños utilizan sellos para imprimir figuras sobre papel. 

 

Originalmente este método se usó para generar patrones de oro, pero rápidamente se volvió evidente 

que su uso podía ser generalizado a diferentes campos de investigación y las “tintas” utilizadas podían 

ser tan variadas como solventes orgánicos [39], polímeros [40], ADN [41], proteínas [42] y células [43]. 

 

El material más utilizado para fabricar las estampas es un elastómero transparente llamado 

polidimetilsiloxano (PDMS) Sylgard 184 que permite replicar los grabados de un molde maestro con 

alta fidelidad. La figura 4 esquematiza el proceso de impresión por microcontacto desde la obtención 

de la estampa de PDMS hasta la transferencia del compuesto o material deseado en un determinado 

patrón. Después de que el PDMS es entrecruzado, desprendido del molde maestro y cortado del tamaño 

adecuado para obtener los sellos, estos son “entintados” con el material que se busca imprimir. Para una 

estampa de 1 cm2 de superficie, es suficiente colocar un volumen de 20 µL de la solución que se desea 

transferir, como por ejemplo la proteína. Dado que la superficie de la estampa es hidrofóbica es 

necesario esparcir la gota, teniendo precaución de tocar los relieves lo menos posible y de manera suave. 
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Para que las moléculas se transfieran adecuadamente al sustrato, la unión a la nueva superficie debe ser 

más favorable que quedarse unidas a la estampa, por lo que la química de superficie tiene un papel 

importante en determinar la eficiencia de la transferencia. 

 

Las estampas pueden ser almacenadas durante meses antes de ser usadas, de preferencia en una caja 

Petri sellada con parafilm. Sin embargo, es recomendable limpiar las estampas en un baño ultrasónico 

antes de ser usadas. 

 

A pesar de que la alta compresibilidad de la estampa que es una de las características principales de la 

impresión por microcontacto, es también la causa de una importante desventaja. Al ser la estampa un 

material deformable, pueden presentarse diferentes situaciones en las que se existan fallas durante la 

transferencia debida justamente a alguna deformación durante la separación de la estampa del molde 

maestro o durante el contacto con el sustrato, lo que puede afectar la resolución y calidad del patrón 

obtenido, disminuyendo así la reproducibilidad de la técnica [45].  

 

 

Figura 4. Proceso de fabricación de la estampa de PDMS y la impresión por microcontacto de proteína sobre un 

sustrato, imagen adaptada de [44]. 

 

 

La altura de los relieves dividido entre las dimensiones laterales del mismo, definen la relación de 

aspecto del patrón; cuando esta es alta, puede presentarse colapso lateral (figura 5.A) mientras que a 

valores bajos el colapso se presenta por la parte superior de la estampa (figura 5.B). 
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Figura 5. Posibles distorsiones que pueden presentarse en las microestructuras de las estampas elastoméricas 

imagen adaptada de [45]. 

1.2.1.3 Ablación láser 

  

En muchas ocasiones, la utilidad de las técnicas de litografía suave se ve limitadas por la disponibilidad 

de moldes apropiados. Usualmente estos son fabricados mediante técnicas costosas como la 

fotolitografía, que es uno de los métodos más convenientes para obtener moldes con microestructuras 

complejas, sin embargo, es un método de alto costo como ya se mencionó. Con la finalidad de reducir 

los costos de fabricación de los dispositivos para tener una tecnología más accesible, se han desarrollado 

otros métodos de fabricación de moldes de bajo costo alternativos a la fotolitografía, como la impresión 

del diseño en materiales de poliestireno termoplástico que al reducir su tamaño quedan estructuras de 

tamaño micrométrico [46]. 

  

Entre estas alternativas se encuentran las técnicas de microfabricación láser, que como su nombre lo 

indica, utilizan luz láser para poder generar estructuras tridimensionales en diferentes materiales. Es un 

método rápido ya que no requiere contacto mecánico ni etapas posteriores para obtener el producto final 

como en la fotolitografía que implica un paso adicional de revelado [47].  

 

En particular, la ablación láser es un proceso en la que un haz enfocado proveniente de un láser elimina 

material de una superficie sólida, siempre y cuando la densidad de potencia del láser esté por encima 

de la energía mínima necesaria para que se produzca un cambio en la superficie del sustrato. Dado que 

los mecanismos de ablación dependen del tipo de material con el que se trabaje, en ocasiones se añade 

algún otro elemento o compuesto a la superficie del material que propicie la absorción de fotones y así, 

la ablación láser [48]. 

  

En el Laboratorio de Micro y Nanotecnología de la Facultad de Ciencias de la UNAM, se ha 

desarrollado una tecnología de ablación láser local o fotoablación, que consiste en remover o extraer 

localmente parte de un material sólido al irradiar la superficie con un láser [49]. Esta plataforma para 

prototipado rápido de bajo costo utiliza la unidad óptica de un lector de CD/DVD cuyo sistema de 

enfoque es de utilidad en la microfabricación láser. La ubicación del punto focal del haz láser es 

controlado mediante una plataforma con movimiento preciso en los ejes XYZ manejada mediante una 
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computadora, que a su vez cuenta con un software de control numérico computarizado (CNC) con el 

cual se pueden grabar los diseños digitalizados previamente [50]. 

1.2.3 Materiales de microfabricación para plataformas de cultivo celular 

 

Las técnicas de microfabricación antes mencionadas tienen como fin estructurar materiales como el 

silicio y otros semiconductores por su papel en la industria electrónica pero por sus características 

mecánicas, superficiales y costo resultan poco efectivos para su uso en plataformas de cultivo [7, 51] 

por ello desde los años 60’s se han utilizado y desarrollado una gran variedad de materiales para este 

fin. 

 

El vidrio junto con placas, pozos y cajas de poliestireno tratadas superficialmente para promover la 

adhesión celular [52,53] han sido los materiales tradicionalmente utilizados para el cultivo celular pero, 

al igual que los semiconductores, su rigidez está muy por encima de los valores fisiológicos, además 

que sólo es posible el cultivo de monocapas estáticas en este tipo de sustratos. Debido a estas 

limitaciones, en los últimos años se han desarrollado diversos materiales poliméricos como elastómeros, 

geles e hidrogeles que permitan una modulación apropiada de la rigidez además de su estructuración 

para crear dispositivos microfluídicos que permiten el cultivo de sistemas dinámicos con flujo como 

estímulo mecánico [54,55,56]. Esto crea la capacidad de la fabricación de plataformas que imitan de 

mejor manera el ambiente celular in vivo. 

 

Los hidrogeles son una excelente opción para mimetizar a la MEC debido a su estructura y su gran 

capacidad de incorporar agua; sin embargo, para fabricar una plataforma que le dé soporte a las células 

embebidas en el hidrogel, se requieren materiales con mayor capacidad de mantener una cierta 

estrucutra. Un material ampliamente utilizado para el desarrollo de plataformas biológicas o 

dispositivos de microfluídica para cultivo celular y/o ingeniería de tejidos (organs-on-chip) [44, 57] es 

el polidimetilsiloxano (PDMS). Sus características físicas, que se mencionan en la sección siguiente, lo 

hacen particularmente útil para dar soporte y estabilidad mecánica al dispositivo, permite el ensamblado 

de microválvulas, por su elasticidad y flexibilidad es posible aplicar estímulos mecánicos y se pueden 

realizar monitoreos de las células en el dispositivo en tiempo real.  

1.2.3.1. PDMS 

 

El PDMS es un polímero orgánico basado en cadenas de silicio y oxígeno (figura 6), este material 

elastomérico transparente pertenece al grupo de los materiales conocidos como siliconas. Es versátil, 

permeable a gases, de bajo costo, con un método de fabricación sencillo y propiedades mecánicas útiles 

en litografía suave. 
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Generalmente, el PDMS se produce a partir de un kit comercial como los que produce la compañía Dow 

Corning, el cual forma un material estable y transparente después de mezclar el componente base con 

el agente curante.  

En este trabajo se utilizó el elastómero Sylgard 184 y el gel Sylgard 527. En ambos productos, el 

componente base es un prepolímero líquido a temperatura ambiente que al mezclarse con el agente 

curante y ser vertido sobre el molde se lleva a cabo una reacción organometálica de entrecruzamiento 

que puede ser acelerada mediante un tratamiento térmico. El agente curante contiene un catalizador 

basado en platino que facilita la formación de enlaces Si-CH2-CH2-Si permitiendo un entrecruzamiento 

tridimensional (figura 7). En esta reacción no se generan subproductos. Si se incrementa la proporción 

de agente curante con respecto a la base o prepolímero, se obtiene un elastómero más rígido como 

consecuencia de un mayor entrecruzamiento [58]. 

 

 

Figura 6. Estructura química del polidimetilsiloxano 

 

Figura 7. Esquema de la reacción de entrecruzamiento entre los oligómeros entrecruzantes y el prepolímero. 

1.2.3.2 Control de propiedades del PDMS  

 

No sólo la microestructuración juega un papel importante en los dispositivos de tipo organ on a chip o 

los biosensores basados en células. Factores como la química de la superficie y la rigidez del sustrato 

son de gran importancia para favorecer o no la interacción célula-sustrato lo cual se traduce en una 

buena adhesión celular. 
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A pesar de sus grandes ventajas, el PDMS es altamente hidrofóbico debido al empaquetamiento 

compacto de grupos metilo en la superficie del material. Dado que la mayoría de los ensayos biológicos 

se llevan a cabo en medio acuoso y la adhesión celular generalmente se inhibe en materiales 

hidrofóbicos, su aplicación como superficie para cultivo celular en dispositivos biológicos ha sido 

limitada. [59].  

 

Aunque en varios trabajos [60, 61] se ha mejorado la mojabilidad de la superficie mediante tratamientos 

con plasma de oxígeno, radiación UV o adsorción de proteínas, estos efectos son generalmente 

transitorios y la hidrofobicidad se recupera con el tiempo [62]. De esto se deriva la necesidad de realizar 

modificaciones de superficie en el PDMS para mejorar su bioafinidad para lograr un cultivo celular 

estable. La modificación química de superficies mediante silanización tiene el potencial de promover 

una interacción célula sustrato más estable ya que los enlaces covalentes pueden incrementar la 

durabilidad de los recubrimientos de proteína o moléculas bioactivas. 

 

 

Figura 8. A. Esquema de la organización molecular del APTES formando una monocapa autoensamblada al 

silanizar el PDMS. B. La molécula de APTES se une de manera covalente al PDMS oxidado y posteriormente 

se activa con glutaraldehído, esto favorece la inmovilización de la proteína por unión covalente y por lo tanto 

una mejor interacción célula -sustrato (Modificado de [63]). 

 

Kuddannaya y colaboradores en el 2013 [63] encontraron que la silanización del PDMS con la molécula 

(3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) y glutaraldehído (GA) era una estrategia eficiente para 

inmovilizar proteínas de matriz extracelular (colágena tipo l) sobre la superficie y mejorar así su 

mojabilidad y por lo tanto la capacidad de interacción de células mesenquimales con la superficie. El 

esquema de esta modificación química se muestra en la figura 8.  

 

Por otro lado, el PDMS es un material que ofrece la posibilidad de poder modificar su módulo elástico 

en función de la proporción en que se mezclen el componente base y el agente curante, lo cual lo vuelve 

interesante como biomaterial para estudios de mecanobiología. La mecánica es un componente 

importante de la regulación de la morfología celular, la proliferación, la migración y la diferenciación 
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en condiciones normales y patológicas [16]. Sin embargo, aún hay mucho por entender sobre cómo las 

células pueden percibir y responder a los estímulos mecánicos de su microambiente; por esta razón, el 

PDMS es frecuentemente usado en el desarrollo de dispositivos en los que se busca recrear el ambiente 

mecánico de las células para favorecer el biomimetismo. 

1.3 Modelos de cultivo in vitro 

 

El proceso de cultivo celular fue desarrollado en 1907 por Rose G. Harrison mientras investigaba el 

origen de los axones de las células nerviosas [64]. Su método permitía el crecimiento y diferenciación 

de células demostrando que diversas células de interés podían ser mantenidas fuera de su organismo de 

origen y  ser observadas y estudiadas contínuamente. Con el paso del tiempo, las técnicas de cultivo 

celular no sólo resultaron valiosas para estudios de biología celular sino que se introdujo su uso para 

realizar ensayos de toxicidad de diferentes compuestos químicos, siendo las más estudiadas aquellas 

moléculas con algún potencial para ser usadas como fármacos. 

1.3.1. Modelos bidimensionales  

 

El cultivo celular bidimensional, también conocido como cultivo celular tradicional, consiste en hacer 

crecer a las células en monocapa sobre una superficie plana como las de las cajas Petri, cajas de pozos 

o frascos de cultivo (figura 9) usualmente fabricada de vidrio o poliestireno. La monocapa consiste 

principalmente en células proliferativas ya que las células necróticas son removidas constantemente al 

cambiar el medio de cultivo. 

 

Figura 9. Diversos formatos para cultivo bidimensional en poliestireno 

 

Las células son mantenidas en condiciones controladas de temperatura (37 °C), humedad y en algunos 

casos en presencia de dióxido de carbono (CO2), utilizando como fuente de nutrientes un medio de 

cultivo suplementado de acuerdo a las necesidades de cada tipo celular, usualmente con suero fetal 

bovino y L-glutamina para favorecer el crecimiento celular. Cuando las células alcanzan la confluencia 

(es decir, llenan la superficie de cultivo), son divididas y sub-cultivadas en nuevos frascos o cajas para 

evitar complicaciones por falta de nutrientes o inhibición de crecimiento por contacto. 
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Una gran cantidad de descubrimientos relacionados con el mejor entendimiento de la biología celular 

han sido posibles gracias a estos modelos. Sin embargo, uno de sus principales problemas es que su 

simplicidad no permite representar adecuadamente el microambiente in vivo, es decir las interacciones 

célula - célula y célula - MEC, la microarquitectura con la que se organizan las células en el tejido, el 

suministro de oxígeno y nutrientes y las características mecánicas de la MEC. Estas condiciones son 

factores clave para poder conservar el fenotipo de las células fuera del tejido [65]. Como resultado, en 

este tipo de cultivo las células presentan una morfología anormal que influencía varios procesos 

celulares entre los cuales están la proliferación, diferenciación, apoptosis y expresión de genes y 

proteínas [66]. De hecho, el cultivo celular 2D polariza a las células de tal manera que solo una parte 

de la membrana celular puede interactuar con el sustrato y las células vecinas, mientras que el resto de 

la membrana está expuesto al medio de cultivo; esta polarización “forzada” genera interacciones no 

naturales que afectan la señalización intracelular [67]. 

 

En el cultivo bidimensional, las células experimentan una concentración homogénea de nutrientes, 

factores de crecimiento, hormonas y citocinas en la sección de la membrana expuesta al medio de 

cultivo, lo cual es contrastante con el entorno in vivo en el cual todas esas moléculas que influencian la 

respuesta celular poseen gradientes dinámicos [68]. En consecuencia, los datos obtenidos mediante 

cultivo 2D pueden ser engañosos, con poca relevancia fisiológica y con bajo poder predictivo de los 

resultados esperados in vivo. 

 

Por esta razón, se ha continuado la búsqueda de modelos de cultivo con un mayor control del 

microambiente de las células, de manera que puedan desarrollarse de manera más similar a como lo 

hacen in vivo; sin embargo, el cultivo tradicional 2D sigue siendo el estándar de oro para los estudios 

in vitro. 

1.3.2. Modelos de cultivo tridimensional 

 

Diversas investigaciones respaldan que la morfología celular se vuelve más cercana a la que las células 

presentan normalmente in vivo cuando son cultivadas mediante técnicas de cultivo celular 3D [69,70]. 

Uno de los primeros modelos que buscaron recrear un entorno tridimensional es el conocido como 

sándwich de colágena [71]. Fue desarrollado en 1989 por James C.Y. Dunn y colaboradores 

particularmente para el cultivo de hepatocitos (células que conforman el parénquima del tejido 

hepático), ya que se conocía que los hepatocitos perdían rápidamente el fenotipo en las condiciones del 

cultivo tradicional. Para este modelo se utilizaron dos capas de gel de colágena aislado de cola de rata 

entre las cuales se sembraron hepatocitos aislados de hígado de rata, esto para poder mimetizar el 

entorno tridimensional de las células en el tejido e incrementar el tiempo de cultivo de los hepatocitos 
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manteniendo su fenotipo y funcionalidad. Dunn y Tompkins, en 1991 [72], observaron que los 

hepatocitos cultivados en sandwich mantuvieron la secreción de albúmina, fibrinógeno, ácidos biliares 

y urea por un período de 6 semanas, mientras que las células cultivadas sobre una sola capa de gel de 

colágena perdieron funcionalidad 1-2 semanas después del cultivo. También observaron que este 

sistema favorecía la organización de los filamentos de actina de manera cortical, similar a como se 

podría observar in vivo; en cambio, las células en una capa de colágena mostraron la formación de fibras 

de estrés que son anormales en la morfología de este tipo de células. 

 

También se han desarrollado numerosas metodologías que consideran la organización espacial como 

una característica fundamental para crear un entorno más biomimético para las células. Estas técnicas 

pueden dividirse en dos tipos:  

 

a) Técnicas que involucran andamios 

 

Los andamios son biomateriales sintéticos, naturales o mezclas de ambos que han sido diseñados para 

que las células puedan interactuar y migrar a través de estructuras porosas con una cierta densidad y 

tamaño de poro, buscando mimetizar la matriz extracelular del tejido nativo [73].   

 

b) Técnicas libres de andamios 

 

Estos métodos son independientes del uso de andamios y están basados principalmente en la formación 

de esferoides [74]. Los esferoides son un modelo de cultivo 3D que aprovecha la tendencia natural de 

muchos tipos celulares para formar aglomerados, creando masas multicelulares de forma esferoidal. En 

la práctica, este modelo puede ser utilizado en cualquier tipo de investigación biomédica, ya que si se 

dan las condiciones adecuadas, se pueden formar esferoides con cualquier tipo de célula.  

  

La figura 10 presenta de manera esquematizada ambos tipos de técnicas para realizar cultivos 

tridimensionales. 
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Figura 10. Técnicas de cultivo 3D. A: Estructuras porosas denominadas andamios que le dan soporte a las 

células para crecer y migrar en 3 dimensiones. B: Las técnicas libres de andamios están basadas en la formación 

de esferoides cultivados en suspensión o con una matriz como soporte. 

1.3.3 Tecnología organ on a chip 

 

Diversos grupos de investigación alrededor del mundo han enfocado sus esfuerzos en el desarrollo de 

sistemas de cultivo tridimensionales en diferentes configuraciones que involucren los factores 

mencionados en la sección 1.3.1 [75]. Uno de los institutos más reconocidos a nivel mundial y pionero 

en el desarrollo de sistemas de cultivo biomiméticos es el Instituto Wyss para Ingeniería de Inspiración 

Biológica dentro de la Universidad de Harvard, establecido en el 2009 en Boston, Massachusetts. Su 

actual director, Donald Ingber, fue el primero en fusionar la microelectrónica con la biología para el 

diseño de dispositivos que ofrecen una potencial alternativa a los cultivos tradicionales y a la 

experimentación en animales.  Este tipo de dispositivos han recibido el nombre de órganos en un chip 

(organs-on-a-chip) y se les puede definir como sistemas biomiméticos microfabricados que están 

diseñados para modelar las funciones fisiológicas y estados patológicos de tejidos y órganos in vitro, 

estos sistemas contienen células y matriz extracelular en una cierta disposición que permita recapitular 

la microarquitectura y funcionalidad [76], logrando niveles de diferenciación y organización que no son 

posibles en sistemas bidimensionales convencionales.  

 

 

Figura 11. Dispositivo organ-on-a-chip 
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Son considerados una valiosa herramienta para múltiples aplicaciones que incluyen pruebas de efectos 

de fármacos sobre órganos humanos [77], ensayos de toxicidad, modelado de enfermedades como el 

cáncer para su estudio [78] e incluso se considera que podrían revolucionar el desarrollo de fármacos si 

son adoptados por la industria farmacéutica, consiguiendo un mejor entendimiento de las preguntas que 

hasta ahora no se han logrado resolver con modelos animales o cultivos de un sólo tejido u órgano. Más 

allá de lograr reducir el uso de animales de laboratorio, estos dispositivos podrían también mejorar la 

coordinación de ensayos en humanos, por ejemplo evaluando de manera preclínica candidatos a ensayos 

clínicos, de manera que sólo aquellos más aptos procedan a entrar a ensayos de Fase 1 reduciendo así 

las grandes inversiones de dinero y el tiempo necesario para el proceso de desarrollo y validación del 

fármaco que usualmente toma de 15 a 20 años para poder tenerlo disponible comercialmente para los 

pacientes que lo requieren. Por otra parte, en abril del año 2017, la Administración de Alimentos y 

Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) anunció que evaluará esta 

tecnología para identificar un modelo que mejore la manera en la que hasta la fecha se estudian los 

potenciales riesgos químicos y biológicos de sustancias encontradas en alimentos, cosméticos o 

suplementos alimenticios [79]. 

 

En la revisión hecha por Wei Sun y colaboradores en el año 2016 [81], se destaca el progreso en la 

investigación de dispositivos organ-on-a-chip para estudiar diferentes órganos (figura 12) entre los que 

se mencionan hígado, riñón, intestino, pulmón, corazón e incluso se hace referencia a los avances en 

modelado de vasculatura y la integración de múltiples órganos en un mismo dispositivo que se conoce 

comúnmente como human-on-a-chip o body-on-a-chip. 

 

Figura 12. Algunos diseños de dispositivos organ-on-a-chip desarrollados en el Wyss Institute. 

 

El desarrollo de los dispositivos organ-on-a-chip se basa en dos técnicas principales: la 

microfabricación que puede crear microestructuras que favorezcan la organización celular y controlar 

la topografía de la superficie, que modula la adhesión, proliferación, diferenciación y migración celular, 

y la microfluídica que permite administrar a las células nutrientes, factores biológicos y diversas 

moléculas en pequeñas cantidades a una determinada velocidad de flujo dentro de un microambiente 

controlado [82]. 

1.3.4 Ventajas y limitaciones de los modelos de cultivo celular 

 

La siguiente tabla presenta un resumen de las ventajas y limitaciones de los modelos presentados: 
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Tabla 1. Cuadro comparativo entre los diferentes modelos de cultivo celular.  

 CULTIVO 2D CULTIVO 3D ORGAN ON CHIP 

Ventajas ● Metodologías bien 

caracterizadas y 

estandarizadas. 

● Accesible en 

cuanto al equipo 

requerido. 

● El relativo bajo 

costo facilita su 

uso para ensayos a 

gran escala. 

● La morfología, 

función celular y 

expresión de genes y 

proteínas en estos 

modelos se asemeja 

más al 

comportamiento 

observado in vivo. 

● Permite el uso de 

matrices que 

incorporan 

componentes de la 

MEC, mejorando la 

adhesión y 

comunicación celular. 

● En un biorreactor se 

puede establecer un 

microambiente 

dinámico 

(intercambio de gases 

y nutrientes) 

● Incorporación de 

parámetros relevantes 

a nivel fisiológico 

como rigidez del 

sustrato, esfuerzos 

mecánicos, 

confinamiento, 

localización de sitios 

para adhesión, 

incorporación de 

proteínas de MEC. 

● Microestructuración 

del sustrato para poder 

mimetizar la 

organización de las 

células en el tejido. 

● Se pueden conectar 

varios chips para 

estudiar respuestas 

sistémica tiempo real. 

● Entorno 

dinámico.(microflujo y 

esfuerzos mecánicos 

dinámicos) 

Limitaciones ● Condiciones 

estáticas. 

● Sustratos con 

rigidez muy alta a 

comparación de la 

que perciben las 

células en los 

tejidos. 

● Bajo poder 

representativo de 

los procesos 

fisiológicos que se 

presentan in vivo.   

● Alto consumo de 

reactivos 

● Variabilidad 

biológica entre los 

diferentes lotes de 

MEC utilizada como 

soporte. 

● Costo mucho más 

alto que el cultivo 

2D. 

● Algunos modelos 

carecen de 

vasculatura. 

● Alto consumo de 

reactivos. 

● El desarrollo de estos 

modelos representa un 

alto costo. 

● Su diseño y 

fabricación es un 

proceso complejo. 

● La mayoría de estos 

modelos aún no 

pueden ser aplicados 

en estudios a gran 

escala. 

● El uso de volúmenes 

tan pequeños de 

reactivos y muestra 

puede limitar la 

capacidad de análisis 

de acuerdo al límite de 

detección de los 

instrumentos. 

 

1.4 El hígado: fisiología, microarquitectura y cultivo de células hepáticas   

 

Dado que el hígado es uno de los órganos más importantes en el metabolismo de xenobióticos, es de 

gran importancia el desarrollo de plataformas de cultivo en las que se pueda reproducir la fisiología 

hepática para poder estudiar el efecto de diversas moléculas ajenas al cuerpo humano y su posible 
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toxicidad. A continuación se describirá la funcionalidad e importancia de este órgano y en qué consiste 

la microarquitectura del hígado. Asimismo, se discutirán también algunos de los criterios moleculares 

y morfológicos que definen a una célula como hepatocito. 

1.4.1 Fisiología hepática  

 

El hígado es el órgano interno más grande del cuerpo humano y constituye aproximadamente del 2 al 

5% del peso total de un adulto.  

En el hígado se llevan a cabo un gran número de funciones de gran relevancia entre las que se encuentran 

el metabolismo de la glucosa, lípidos, vitaminas y carbohidratos, el almacenamiento y la síntesis de 

proteínas, la síntesis de bilis y la biotransformación de xenobióticos [83]. Estas funciones se ven 

reflejadas en la microarquitectura hepática ya que cada tipo celular desarrolla funciones específicas que 

dependen de su localización en el tejido, su interacción con los otros tipos celulares y con el flujo 

sanguíneo.  

1.4.2 Microarquitectura hepática  

 

Estructuralmente, el tejido hepático está constituido por la repetición de unidades funcionales que llevan 

el nombre de lobulillo hepático, el cual se constituye alrededor de una vena central o centrolobulillar y 

esquemáticamente se representa como un prisma hexagonal que tiene una tríada portal en cada uno de 

sus ángulos (figura 13). La tríada portal consiste en un conducto biliar, una rama de la arteria hepática 

y una rama de la vena porta, la sangre de estas ramas fluye de la periferia del lobulillo hacia los 

sinusoides que corren entre las filas de hepatocitos hacia la vena central. Los hepatocitos están 

arreglados entre los sinusoides en láminas de dos células de grosor, por lo que cada borde lateral está 

en contacto con una gran cantidad de sangre sinusoidal.  

 

Las venas centrales de todos los lobulillos convergen en la vena hepática, que se lleva la sangre con los 

metabolitos que ya han sido procesados en el hígado. El delgado canal que porta la bilis que es secretada 

continuamente por los hepatocitos se llama canalículo biliar y corre entre las células dentro de la placa 

hepática, llevando la bilis hasta el conducto biliar que se encuentra en la triada portal. 
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Figura 13. Esquema de la arquitectura hepática desde lo macro hasta lo micro. Modificado de [84]. 

 

Los hepatocitos son las células parenquimales del hígado y son responsables de llevar a cabo la mayoría 

de las funciones del hígado. En la microarquitectura hepática, estas células están orientadas en cordones 

separados por capilares conocidos como sinusoides, los cuales tienen aproximadamente 10 micras de 

ancho y reciben sangre de los intestinos, páncreas, bazo y vesícula biliar [85] . Los hepatocitos secretan 

bilis a través de la membrana apical hacia el canalículo biliar localizado entre ellos y están limitados 

por uniones estrechas [86].  

 

En el hígado hay tres tipos principales de células no parenquimales que son las células endoteliales de 

los sinusoides, las células de Kupffer y las células estelares hepáticas (figura 14) [87]. Las células 

endoteliales limitan a los sinusoides y previenen el contacto directo entre la sangre y los hepatocitos; a 

diferencia de otros capilares, estos tienen una membrana basal discontinua y presentan grandes espacios 

entre ella (espacios de entre 100-150 nm) [88]. Las células de Kupffer son los macrófagos residentes 

del hígado y se localizan usualmente en el sinusoide. Durante un daño hepático las células de Kupffer 

se encargan de secretar citocinas anti y pro-inflamatorias y reclutan neutrófilos hacia el hígado [89]. 

Las células estelares hepáticas se localizan en el espacio de Disse y almacenan lípidos y vitamina A, 

además, cuando el hígado recibe alguna agresión estas células se activan y se transforman hacia un 

fenotipo miofibroblástico, secretando componentes de matriz extracelular de manera excesiva [90]. 
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Figura 14. Localización de los diferentes tipos celulares hepáticos [96]. 

 

El espacio de Disse se encuentra entre los hepatocitos y las células endoteliales del sinusoide y actúa 

como una barrera física entre los hepatocitos y las células no parenquimales promoviendo la 

transferencia de nutrientes y oxígeno entre el sinusoide y los hepatocitos [91]. 

 

La MEC que forma el andamiaje en un hígado sano, se restringe a las zonas del tracto portal, las paredes 

del sinusoide y la periferia de las venas centrales [92], comprende alrededor del 3% del área relativa en 

una sección del hígado normal. Dado que la MEC es parte de la frontera entre el flujo sanguíneo y el 

parénquima hepático, una variación en cantidad o composición de la misma tiene consecuencias 

inmediatas en el funcionamiento del órgano.  

 

Las proteínas más encontradas en el hígado son las colágenas, siendo las más abundantes la I, III, IV y 

V; cada una difiere en su localización y función. Mientras que los tipos I, III y V son los constituyentes 

mayoritarios de las colágenas fibrilares y están confinadas a las regiones del tracto portal y la vena 

central, la colágena tipo IV asociada a laminina, entactina y nidogeno participa en la formación de una 

membrana basal de baja densidad a lo largo de las paredes del sinusoide [93] 

 

La baja densidad de la membrana basal es crítica para permitir la difusión de diversas moléculas del 

flujo sanguíneo a las células parenquimales o hepatocitos y para mantener el estado diferenciado de las 

células hepáticas [94]. 

Otros componentes mayoritarios de la MEC son glicoproteínas como laminina, fibronectina, tenascina 

y nidogeno; proteoglicanos como heparan sulfato, dermatan sulfato y condroitin sulfato, perlecan, ácido 
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hialurónico y decorina [95]. El microambiente celular impone condiciones específicas que tienen 

influencia no solo en la microarquitectura o en la mecánica celular sino en la polaridad de las células y 

su funcionamiento. 

 

Los hepatocitos al ser células epiteliales tienen la característica de ser células polarizadas, esto implica 

una regionalización de la membrana celular con funciones específicas, es decir cada parte de la 

membrana tiene una orientación y cumple una función determinada [97].  

 

La mayoría de las células epiteliales poseen una polaridad que puede ser denominada “simple”. La 

membrana plasmática en estas células tiene un dominio apical orientado hacia el lumen del órgano al 

que pertenecen, como por ejemplo el intestino; también tienen un dominio basolateral que comprende 

el resto de la membrana. Los hepatocitos en cambio, tienen varios dominios apicales y basolaterales: 

los polos apicales de los hepatocitos adyacentes forman una red continua de canalículos biliares a donde 

es secretada la bilis que estas células producen, mientras que los dominios basolaterales están en 

contacto con el espacio de Disse, el cual permite el intercambio de moléculas provenientes de sangre 

de los sinusoides [98]. El funcionamiento apropiado del hígado depende de mantener este fenotipo 

altamente polarizado. 

 

 

Figura 15. Esquema comparativo entre la polarización simple y la polarización que se presenta en los 

hepatocitos.  UE: uniones estrechas, CB: canalículo biliar. Modificado de [98]. 

 

1.4.3 Marcadores de fenotipo y funcionalidad de hepatocitos 

 

Como se mencionó al inicio de esta sección, uno de los principales retos que implica el fabricar una 

plataforma de cultivo para hepatocitos es justamente mantenerlos en un estado diferenciado y de la 

manera más parecida posible a como si estuvieran in vivo. Por lo tanto, es necesario caracterizar cómo 

afectan los parámetros de fabricación de una plataforma al fenotipo de las células. 
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Existen varios criterios que es necesario tomar en cuenta para caracterizar a una célula como hepatocito. 

Principalmente se estudian marcadores de polarización (una de las características de un hepatocito) y 

de funcionalidad, cuya expresión se analiza para saber si en un cultivo las células mantienen el fenotipo. 

Dado que la polarización en células epiteliales requiere adhesión célula-célula y una organización 

específica de proteínas en la superficie de las células, se considera a las proteínas de superficie E-

cadherina y ZO-1 como marcadores de interés ya que son requeridas para la formación de uniones 

estrechas, necesarias para dar paso a la estructuración de los canalículos biliares, parte importante de la 

microarquitectura hepática [97]. Otra característica morfológica importante de un hepatocito con 

fenotipo adulto es la configuración de la actina de manera cortical;  al presentarse la transición hacia un 

fenotipo mesenquimal, se identifica una reorganización de la actina formando fibras de estrés [99]. De 

igual manera, las citoqueratinas 8 y 18 (CK8/CK18) son estudiadas como marcadores específicos de 

hepatocitos adultos, estas proteínas se encuentran formando parte de los filamentos intermedios del 

citoesqueleto y los conductos biliares [100]. 

 

El factor de transcripción HNF4ɑ es también un marcador específico de fenotipo hepático, su expresión 

ha sido relacionada con la regulación de múltiples vías metabólicas en el hígado y con la diferenciación 

de hepatocitos hacia fenotipo adulto [101]. Se ha reportado que se requiere de la expresión de HNF4ɑ 

para mantener una microarquitectura hepática apropiada así como la expresión de marcadores de 

fenotipo epitelial y que la disrupción de HNF4ɑ tiene como consecuencia que se inicie la transición 

epitelio-mesénquima que será descrita más adelante [102]. 

 

Tabla 2. Marcadores de fenotipo hepático. 

Marcador Función Referencia 

ZO-1 Proteína encontrada en uniones estrechas [103] 

E-Cadherina Forma parte del complejo cadherina-catenina-actina, 

esencial para la unión célula-célula. 

[104] 

MRP2 Proteína presente en el polo apical del hepatocito, 

transportadora de ácidos biliares. 

[105] 

DPP4 Enzima característica del canalículo biliar [106] 

HNF4ɑ Factor transcripcional esencial para la diferenciación 

morfológica y funcional de hepatocitos. 

[107] 

Albúmina Mantiene la osmolaridad en la sangre, molécula 

transportadora de un gran número de metabolitos, ayuda 

a mantener la integridad del endotelio, limita la 

producción de especies reactivas de oxígeno (efecto 

antioxidante). Marcador de fenotipo adulto. 

[108] 

ɑ-Fetoproteína Glicoproteína producida durante la etapa fetal en la 

formación del hígado. Elevada durante procesos de 

[109] 
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regeneración y/o daño hepático como cirrosis o cáncer 

hepatocelular. Marcador de fenotipo fetal. 

CYP1A1 Enzimas relevantes para el metabolismo de xenobióticos 

(detoxificación) 

[110] 

CPS (Carbamoyl Phosphate 

Synthase) 

Enzima específica del hígado involucrada en el ciclo de 

la urea 

[111] 

CK8/CK18 Proteínas componentes del citoesqueleto en hepatocitos [100] 

 

Aunque se han identificado moléculas que son características de un fenotipo hepático, no hay una 

definición exacta que permita decir que una célula es auténticamente un hepatocito. Sin embargo, se 

han desarrollado herramientas como CellNet [112,113] la cual es una plataforma computacional que 

permite realizar un estudio comparativo entre datos experimentales y bases de datos para determinar de 

manera más precisa el fenotipo de la célula que se analiza. 

1.4.4 Transición Epitelio - Mesénquima (TEM) 

 

Las células epiteliales y mesenquimales son dos tipos principales de células que están presentes en 

órganos y tejidos. Como se muestra en la figura 16, las células epiteliales tienen la característica de 

estar polarizadas y de mantenerse adheridas a una membrana basal; además presentan uniones 

intercelulares como uniones adherentes, uniones estrechas y desmosomas y al estar ancladas a la 

membrana basal carecen de movilidad con lo cual se mantiene la integridad estructural en el tejido 

[114]. En cambio, las células mesenquimales no se encuentran polarizadas y no tienen una organización 

rigurosa dentro de la matriz extracelular, lo que les da libertad de moverse individualmente a través de 

ella. Estas células tienen la capacidad de remodelar la MEC sintetizando nuevos componentes y 

reorganizándolos mediante la producción de metaloproteinasas de matriz (MMPs), que son enzimas que 

promueven la degradación de proteínas de la MEC. Además, las células mesenquimales son fuente de 

moléculas de señalización (factores de crecimiento) que actúan sobre las células epiteliales como el 

Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), el Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF) y el Factor 

de Crecimiento Transformante Beta (TGF𝛃), siendo este último uno de los principales factores 

moleculares que desencadenan la TEM [115] 

 

En resumen, la TEM involucra tres cambios importantes en el fenotipo: 

a) pérdida de polaridad apico-basal. 

b) disrupción de las uniones célula-célula y modificación en la expresión de proteínas del 

citoesqueleto. 

c) adquisición de propiedades de migración e invasión, las cuales son consideradas un sello 

característico de esta transición 
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Cuando las condiciones de cultivo celular no favorecen la recreación de la microarquitectura in vivo y 

carecen de la señalización físico-bioquímica propia de la matriz extracelular, las células perciben el 

cambio abrupto en el microambiente ya que la geometría, propiedades mécanicas como la rigidez y 

señales bioquímicas del sustrato cambian de manera radical. Cuando las células hepáticas son cultivadas 

en este tipo de condiciones, se inicia el proceso de TEM ocasionando que sufran un cambio en su 

morfología (figura 17) perdiendo su forma cuboidal y adoptando una forma aplanada y elongada, propia 

de un fenotipo mesenquimal [116]. 

 

A su vez, se presenta de manera progresiva un cambio dramático en la composición de los filamentos 

intermedios del citoesqueleto, ocasionando la pérdida de marcadores de fenotipo como E-Cadherina, 

ZO-1, Laminina-1 y Citoqueratina-18, además de la expresión de marcadores característicos de fenotipo 

mesenquimal como α-SMA y Vimentina [117], aunque de hecho en los periodos intermedios de la 

transición se encuentran mezclas de marcadores epiteliales y mesenquimales. 

 

Los cambios fenotípicos relacionados con la TEM representan un importante reto en el diseño y 

desarrollo de nuevas plataformas para cultivo celular. Para que los ensayos in vitro que se llevan a cabo 

en investigación básica y aplicada puedan proporcionar resultados con mayor relevancia, los procesos 

que realice la célula en el cultivo deben ser lo más cercano posible a los procesos que lleva a cabo en el 

tejido. A continuación se presentan algunos de los puntos importantes a considerar para mejorar, de 

manera particular, el cultivo de hepatocitos. 
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Figura 16. Cambios en las células durante la TEM. A: Células epiteliales con una polaridad definida, presencia 

de uniones célula-célula que mantienen la integridad estructural del tejido e interacciones integrina - MEC que 

las mantiene unidas a la membrana basal. B: Células mesenquimales sin polaridad, ausencia de uniones célula - 

célula, diferentes integrinas involucradas en la unión célula - MEC, producción de metaloproteinasas que 

remodelan la MEC, son fuente de proteínas de señalización como TGF𝛃 que actúan sobre las células epiteliales. 

Adaptado de [115]. 
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Figura 17. Cambios morfológicos de las células durante la TEM. Adaptado de [116] 

 

1.4.5 Avances y retos relacionados con el cultivo de hepatocitos 

 

La TEM, discutida en la sección anterior, se presenta en los cultivos primarios de hepatocitos en un 

tiempo de aproximadamente 48 horas [118]. Esto implica una importante limitación para el uso del 

cultivo de hepatocitos primarios como modelo en investigación, a pesar de ser considerados el estándar 

de oro en pruebas de toxicidad y metabolismo de fármacos [119]. 

 

Hablando en particular de los modelos para hígado, los principales avances y retos están relacionados 

con: 

 

● Generar una apropiada interacción célula-célula y célula-matriz extracelular para contribuir a 

estabilizar el fenotipo de hepatocitos primarios y así evitar o al menos retrasar la transición 

epitelio-mesénquima  [120]. 

● Modular la rigidez de los biomateriales utilizados en la fabricación de los chips para inducir la 

diferenciación de células hacia un fenotipo de hepatocito adulto [121]. 

● Replicar la zonación existente en el hígado mediante la formación de gradientes para 

representar la heterogeneidad existente entre los hepatocitos dependiendo de su ubicación en el 

lobulillo lo cual repercute en sus funciones metabólicas [122]. 

● Mimetizar microestructuras como los conductos biliares [123], lobulillo hepático [124] y 

sinusoide hepático [125]. 

● Incluir en el sistema la interacción de las células parenquimales del hígado (hepatocitos) con 

las células no parenquimales (células de Kupffer, células estelares y células del sinusoide 

hepático) bajo esfuerzos mecánicos originados por el flujo constante [126]. 

 

Las tecnologías presentadas en este capítulo y empleadas en esta investigación, representan un esfuerzo 

interdisciplinario entre la ciencia de materiales, la biología y la microtecnología para lograr realizar un 

aporte significativo al diseño y fabricación de plataformas de cultivo más biomiméticas que las 
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disponibles actualmente, esto con la finalidad de retrasar o en el mejor de los casos evitar los procesos 

de transdiferenciación (como es la transición epitelio - mesénquima) y tener células con una morfología  

y función más cercanos a los que presentan in vivo. 

Tomando este contexto se presentan a continuación la hipótesis y los objetivos. 
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HIPÓTESIS 

 

Si es posible controlar las condiciones mecánicas de rigidez y geometría similares a las reportadas en 

el tejido hepático, entonces el hepatocito adquirirá una morfología y función similares a los observados 

in vivo. 

OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 

Controlar las condiciones mecánicas de rigidez de una plataforma de cultivo celular, así como la 

geometría y confinamiento de las células en micropatrones de colágena I sobre dicha plataforma, para 

mejor el fenotipo de los hepatocitos. 

 

Objetivos particulares  

 

● Producir sustratos de PDMS Sylgard 184 y 527 sobre cubreobjetos de vidrio. 

● Funcionalizar las superficies mediante una reacción de silanización con APTES, seguido de un 

tratamiento con glutaraldehído. 

● Fabricar estampas de PDMS mediante la técnica de réplica-molde, utilizando moldes 

microfabricados mediante fotolitografía y ablación láser. 

● Generar micropatrones de colágena tipo I sobre los sustratos de PDMS químicamente 

modificados, utilizando la técnica de impresión por microcontacto. 

● Cultivar hepatocitos primarios de rata y hepatocitos humanos de la línea celular HepG2 sobre 

los micropatrones de colágena I y evaluar la sobrevida con un ensayo de calceína AM/PI y su 

funcionamiento a través de algunos marcadores de fenotipo (albúmina, localización de actina, 

HNF4-a, AFP, vimentina, citoqueratina 18). 

● Controlar el pegado de los hepatocitos por impresión por microcontacto. 
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CAPÍTULO 2. METODOLOGÍA 

Con el fin de fabricar una plataforma de cultivo donde se controle la rigidez y la localización superficial 

de proteína con un patrón geométrico específico se estableció la metodología descrita en este capítulo, 

primero se describe cómo se obtuvieron sustratos de PDMS con dos rigideces (suave 12-13 kPa y rígido 

1-2 MPa), después cómo se modificó químicamente su superficie y también cómo se caracterizaron 

fisicoquímicamente. Enseguida se da una descripción de cómo se implementó la técnica de impresión 

por microcontacto (uCP) descrita en el capítulo anterior para crear patrones geométricos de proteína 

(Colágena tipo I) sobre la superficie de los sustratos de PDMS químicamente modificados. Finalmente, 

se menciona la metodología seguida para el aislamiento de hepatocitos de rata, del cultivo la línea 

celular HepG2 y de los protocolos usados para realizar la caracterización biológica por medio de ensayo 

de viabilidad con Calceína/Yoduro de propidio, evaluación de algunos marcadores de fenotipo y 

funcionalidad (HNF4-ɑ, albúmina, alfa fetoproteína y vimentina) mediante Western Blot e 

inmunofluorescencia (HNF4-ɑ y albúmina), así como el marcaje del citoesqueleto de actina como 

validación de las condiciones de fabricación de la plataforma (rigidez y confinamiento). 

2.1 Preparación de los sustratos de PDMS 

Como se ha mencionado anteriormente se eligió el PDMS como material para la fabricación de los 

sustratos deseados, para su polimerización y fácil manejo se utilizó como soporte cubreobjetos de vidrio 

redondos de 18 mm de diámetro los cuales se limpiaron previamente en baño de ultrasonido. Los kits 

de PDMS Sylgard 184 y 527 fueron adquiridos de Dow Corning (N. lote. 0008032894 y 00082621711 

respectivamente). Los precursores del PDMS fueron combinados en proporción en masa 10:1 para el 

PDMS 184 y 1:1 para el PDMS 527. En ambos casos, el prepolímero y el curante fueron mezclados 

durante 5 minutos utilizando un Dremel a aproximadamente 1,000 rpm con el fin de lograr 

homogeneidad en la mezcla y posteriormente desgasificados mediante vacío durante 20 minutos. 

El método para recubrir los cubreobjetos con PDMS fue diferente para cada kit, considerando que cada 

material presenta rigideces diferentes. 
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●        PDMS 184 (rígido) 

 

Se recubrieron portaobjetos de vidrio con papel aluminio y sobre éstos se colocaron 3 cubreobjetos 

separados una distancia aproximada de 1 cm. El PDMS 184 se colocó en una jeringa y se distribuyó en 

una línea en la parte central del cubreobjetos. Se colocó una segunda línea en los bordes exteriores del 

cubreobjetos. Se dejó extender la capa de PDMS durante 10 minutos y se metieron al horno de 

convección a 60°C durante 2 días. 

  

●        PDMS 527 (suave) 

 

Se cortaron rectángulos de 25 cm x 15 cm de tapete de silicón para hornear y se colocaron sobre papel 

aluminio doblado en los bordes para contener el PDMS y evitar que se derramara. Se distribuyeron 20 

cubreobjetos en la superficie del rectángulo y se virtió de manera homogénea el PDMS. Se curó de igual 

manera a 60 °C durante 2 días. 

  

Ambos tipos de sustratos se cortaron con un bisturí y se levantaron con pinzas. En el caso de los sustratos 

de PDMS 184, es necesario despegar el PDMS que queda en la parte inferior del cubreobjetos con unas 

pinzas 

2.2 Modificación química de superficie 

Debido a que el PDMS tiene una naturaleza hidrofóbica que no es apta para el cultivo de células, se 

probaron diferentes métodos de modificación química de superficie utilizando el organosilano 3-

(aminopropil)trietoxisilano (APTES) (Sigma Aldrich, No catalogo 440140). 

 

Antes de exponer los sustratos a las diferentes soluciones del organosilano que se muestran en la tabla 

siguiente, se trataron durante 15 minutos en el equipo UV/Ozone ProCleaner (BioForce Nanosciences) 

para favorecer la oxidación de los grupos metilo (-CH3) de la superficie del PDMS a grupos hidroxilo 

(-OH) de manera que pueda haber una reacción entre la superficie del PDMS y el APTES. 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

Tabla 3. Descripción de los diferentes métodos de funcionalización con APTES 

Método Referencia Descripción del método 

1 [127] Solución: APTES al 0.09% en metanol. Inmersión durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Lavado con metanol. Secar. Tratamiento 

térmico a 110 °C durante 30 minutos. 

2 [128] Solución: APTES al 5% en agua desionizada, activación por 

calentamiento a 85 °C. Inmersión durante 1 minuto sin calentar. 

Lavado con agua desionizada. Secar. 

3 [129] Solución: APTES sin diluir (99%). Inmersión por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Lavado con agua desionizada. Secar. 

  

Posterior a la silanización, se realizó un tratamiento con glutaraldehído (GA) (Sigma Aldrich, No 

catalogo G7651) al 2.5%. El glutaraldehído funciona como una molécula de unión entre el grupo amino 

del APTES y la colágena. Los sustratos se sumergieron durante 1 hora en la solución acuosa de GA y 

se lavaron tres veces con agua destilada. Se secaron con aire comprimido y se almacenaron protegidos 

del polvo hasta su uso en impresión por microcontacto y/o cultivo celular. 

2.3 Caracterización fisicoquímica de los sustratos 

2.3.1 Medición de ángulo de contacto 

  

La medición del ángulo de contacto sobre las diferentes superficies se realizó en un equipo Drop Shape 

Analyzer DSA100 (KRUSS) colocando los sustratos sobre la plataforma del equipo y dejando caer una 

gota de agua dispensada a través de la aguja de una jeringa. La medición fue realizada inmediatamente 

después de que la gota de agua hizo contacto con la superficie y 30 segundos después. Las mediciones 

se repitieron dos veces en diferentes puntos de la superficie. Como control se utilizaron sustratos de 

PDMS sin tratamiento. 

La técnica permite estimar cambios en la hidrofobicidad o hidrofilicidad de los sustratos, ya que siendo 

menor el ángulo de contacto, la gota estará más esparcida en la superficie, indicando una mayor 

interacción con el sustrato (el sustrato será más hidrofílico) 
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2.3.2 Análisis de topografía por Microscopía de Fuerza Atómica 

  

Para realizar esta caracterización se utilizó el equipo Nanosurf NaioAFM en modo de contacto, 

midiendo una superficie de de 50 µm x 50 µm. Se empleó una punta Budget Sensors ContAl-G con una 

constante de fuerza de 0.2 N/m. 

Cabe resaltar que por cuestiones técnicas sólo fue posible hacer el estudio de las muestras de PDMS 

184 ya que la punta se adhería en el PDMS 527 y podía resultar dañada. El tratamiento de datos se 

realizó mediante el software libre Gwyddion. 

2.3.3 Caracterización superficial por espectroscopía fotoelectrónica de rayos X 

(XPS) 

  

Para el análisis de espectroscopia de fotoelectrones por rayos X, XPS (por sus siglas en inglés, X-Ray 

Photoelectron Spectroscopy). Se utilizó un sistema de ultra alto vacío (UHV) de Physical Electronics, 

Scanning XPS microprobe PHI 5000 VersaProbe II, con un detector analizador de 16 chaneltrones. Se 

utilizó una fuente de rayos X monocromática de Al Ka (hn= 1486.6eV) a 25 W de 200 µm de diámetro. 

El espectro XPS se obtuvo a 45° respecto de la normal a la superficie con un paso de energía constante 

(CAE) E0 = 117.40 eV para espectro de barrido completo y E0 = 11.75 eV para espectros de alta 

resolución. 

La presión se mantuvo, durante la medición, en 7 x10-8 Pa. La posición en energía se calibró con el 

orbital de Ag 3d5/2 en la posición de 368.20 eV con una resolución (FWHM) de 0.56 eV, Au 4f7/2 en 

84.00 eV y C 1s en 285.00 eV. 

2.4 Microfabricación de moldes para impresión por microcontacto 

Se utilizaron dos moldes maestros para la fabricación de los sellos, cada uno con diferente topografía 

(rugosidad) debido a que provienen de distintos métodos de microfabricación.  

2.4.1 Microfabricación por fotolitografía 

El primer molde se obtuvo mediante la técnica de fotolitografía utilizando una oblea de silicio de 50 um 

de espesor, recubierta con la resina fotosensible SU-8 que al ser expuesta a radiación UV a través de 

una máscara, es polimerizada para formar estructuras tridimensionales (estos moldes fueron fabricados 

por Kayum Jiménez, estudiante de doctorado en el LAAS-CNRS, en Toulouse, Francia).  

En la oblea de silicio se tienen 4 diseños diferentes que se muestran en la figura 18, los cuales fueron 

hechos en el software CleWin5. 
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Figura 18. Distribución de los diferentes diseños sobre la oblea de Si/SU8. A: Diseño D-100, círculos de 100 um 

de diámetro, espaciamiento vertical y horizontal 300 um. B: Diseño D-200, círculos de 200 um de diámetro, 

espaciamiento vertical y horizontal 600 um. C: Diseño L-40, bandas de 40 um de ancho con espaciamiento de 80 

um. D: Diseño T-100, Triángulos rectángulos con catetos de 100 um, espaciamiento vertical y horizontal 300 um. 

2.4.2 Microfabricación por ablación láser 

 

El segundo molde se obtuvo sobre un portaobjetos de polimetilmetacrilato (PMMA), el cual fue grabado 

mediante la técnica de microfabricación láser (previamente desarrollada dentro del Laboratorio de 

Micro y Nanotecnología, Facultad de Ciencias, UNAM) que está basada en el uso de la OPU (Optical 

Pick-up Unit) de un sistema comercial de reproducción y grabación de CD/DVD; la cual se encuentra 

sobre una plataforma que controla el movimiento en XYZ y por lo tanto la posición del punto focal del 

haz láser. Cabe resaltar que es una técnica mucho más barata de microfabricación en comparación con 

la fotolitografía.   

Para los moldes fabricados en PMMA, sólo se grabaron los diseños que corresponden a los paneles B 

y C de la figura 18. La caracterización de los moldes se realizó mediante análisis por perfilometría con 

un equipo KLA Tencor D600 para verificar la integridad estructural y geometría de las microestructuras 

antes de replicarlas en PDMS. 

2.5 Obtención de estampas elastoméricas por réplica-molde  

Para la obtención de las estampas se utilizó el proceso molde-réplica previamente descrito (capítulo 

1.2.1.2), antes de obtener las réplicas de las microestructuras fabricadas por fotolitografía, se requirió 
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silanizar la oblea recubierta con la resina SU8. Este procedimiento es necesario porque previene que el 

PDMS se quede adherido a la oblea y se destruya el molde al momento de despegarlo. La silanización 

se llevó a cabo mediante deposición química de vapor del organosilano, la oblea se colocó en un 

recipiente hermético junto con un vaso de precipitados pequeño con 1 mL del reactivo 

diclorodimetilsilano  (Sigma-Aldrich, No catálogo 440272-100 mL) durante 2 horas. 

Es importante trabajar este reactivo siempre en una campana de extracción y tomando todas las 

precauciones de seguridad ya que es altamente corrosivo y dañino a la salud. 

Las estampas fueron fabricadas utilizando PDMS Sylgard 184 en proporción 10:1 del elastómero y el 

agente curante respectivamente, el procedimiento de preparación fue el mismo que se indicó en la 

sección 3.1. Una vez desgasificado, el PDMS fue vertido sobre el molde que se coloca en papel aluminio 

para evitar que el PDMS se desbordara. 

El PDMS se curó en el horno a 60 °C durante 48 horas. Una vez curado, la estampa se desprendió del 

molde y se cortó con un bisturí para eliminar el excedente del polímero. 

2.6 Impresión por microcontacto 

Para realizar esta técnica de litografía suave descrita en el capítulo 1.2.1.2 (figura 4), las estampas de 

PDMS se limpiaron sonicándolas sumergidas en etanol durante 15 minutos en un baño ultrasónico y se 

secaron con aire comprimido. 

Con una micropipeta se colocaron 60 uL de colágena tipo I proveniente de cola de rata (BD Biosciences) 

sobre el relieve de la estampa y se extendió la gota con la punta de la micropipeta. Se utilizaron dos 

concentraciones de colágena dependiendo de las células que serían cultivadas sobre cada sustrato: 0.1 

mg/mL para línea celular y 1 mg/mL para células primarias, la dilución del stock de colágena se realizó 

utilizando ácido acético 20 mM. La proteína se incubó durante 15 minutos, después del tiempo de 

incubación se aspiró con la micropipeta y finalmente se secó cuidadosamente con aire comprimido. 

El procedimiento de impresión por microcontacto se realizó sobre 3 tipos de sustratos funcionalizados: 

vidrio, PDMS 184 y PDMS 527 (el vidrio fue utilizado como un control de rigidez del orden de GPa). 

La estampa se colocó sobre el sustrato correspondiente y con unas pinzas se hizo presión sobre la zona 

del relieve para garantizar un contacto homogéneo. Se colocó una pesa de 20 g sobre el sello, teniendo 

un tiempo total de contacto de 5 minutos. Posteriormente la estampa se retiró con las pinzas empezando 

de uno de los extremos y se revisó el sello en el microscopio (Nikon, Eclipse Ci-L) en modalidad campo 

oscuro. 

Los sustratos en los que se obtuvieron sellos de buena calidad fueron lavados con PBS y esterilizados 

con luz ultravioleta durante 30 minutos para sembrar sobre ellos las células (HepG2 o hepatocitos 

primarios de rata).  
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Figura 19. Proceso de fabricación de plataformas con micropatrones de colágena tipo I generados por impresión 

por microcontacto. 

 

A manera de resumen, la figura 19 muestra el proceso de obtención de los sustratos con micropatrones 

de colágena tipo I para sembrar hepatocitos. Se utilizaron sustratos de PDMS suave y rígido (figura 19 

a-1), se sometieron a una modificación química de superficie por silanización con APTES (figura 19 a-

2), en una parrilla de calentamiento, se dio tratamiento térmico a los sustratos a 110 °C (figura 19 a-3), 

finalmente los sustratos se trataron con GA para favorecer el entrecruzamiento con la proteína (figura 

19 a-4). 

Por otro lado, los moldes se fabricaron utilizando portaobjetos de acrílico recubiertos con nanocarbono 

en polvo, grabando las estructuras deseadas con la máquina de ablación láser (figura 19 b-1); mediante 

la técnica de réplica molde (ver figura 3), se obtuvieron las estampas de PDMS rígido (figura 19 b-2), 

estas estampas se incubaron con la solución de colágena tipo I (figura 19 b-3). La estampa con la 

proteína se puso en contacto con la superficie de los sustratos como se describió en la sección 2.6 (figura 
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19 c) y se obtuvieron los micropatrones de colágena sobre los sustratos (figura 19 d). Estos fueron 

esterilizados mediante radiación UV para realizar el cultivo de hepatocitos (figura 19 e) como se indica 

en la siguiente sección. 

2.7 Aislamiento de hepatocitos y cultivo celular 

Para este trabajo, se utilizaron hepatocitos primarios de rata y células de la línea HepG2 

(hepatocarcinoma humano). 

La línea HepG2 fue mantenida en medio MEM (Minimal Essential Medium) suplementado con 10% 

de suero fetal bovino, 1% de piruvato de sodio y 1% de penicilina/estreptomicina. 

Los hepatocitos primarios fueron aislados de hígados de ratas de la cepa Wistar, machos de 

aproximadamente 200 a 250 g de peso proporcionados por el bioterio del Instituto de Fisiología Celular 

(IFC) de la UNAM. Los animales fueron mantenidos con una dieta ad libitum y manipulados de acuerdo 

a los lineamientos institucionales internos y acuerdos de ética del IFC para experimentación en 

animales. 

Las ratas fueron anestesiadas con cloroformo, se realizó una laparotomía y se conectó una cánula en la 

vena porta para perfundir el hígado con solución amortiguadora Krebs-Ringer-NaHCO3 (KRB) sin 

calcio (CaCl2). Esta solución se hizo pasar durante 5 minutos para lavar la sangre del hígado y 

posteriormente se cambió a una solución de la enzima colagenasa tipo IV (Worthington) en KRB con 

calcio para digerir la matriz extracelular del hígado recirculándola durante 20 minutos. 

Una vez digerido, el hígado se colocó en una caja Petri y se agregaron 10 mL de KRB con calcio, el 

hígado se disgregó con la punta de una pipeta y posteriormente las células se filtraron con una tela de 

tul para vertirlas en un tubo cónico de 50 mL. Los hepatocitos se separaron por centrifugación a 400 

rpm durante 2 minutos, éstos quedan en un botón al fondo del tubo el cual se lavó 3 veces con KRB con 

calcio. Finalmente, las células se resuspendieron en KRB con calcio y se verificó la viabilidad mediante 

tinción con azul de tripano (dilución 1:1). 

Los hepatocitos se sembraron en los sustratos correspondientes durante 4 horas utilizando medio de 

attachment, después de ese tiempo se retiraron las células que no se adhirieron al sustrato y se cambió 

el medio al de feeding que es libre de suero a diferencia del de attachment. 

2.8 Ensayos de viabilidad y proliferación 

Las células HepG2 y los hepatocitos primarios fueron sembrados a baja densidad (25 x 103 células/cm2) 

en los sustratos descritos en el apartado 2.6 dentro de cajas de cultivo de 12 pozos. Las células HepG2 

se cultivaron durante 4 y 48 horas mientras que los hepatocitos primarios fueron analizados después de 

24 horas de cultivo. 
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Después del tiempo de cultivo, las células fueron incubadas con calceina AM (Molecular Probes, 

ThermoFisher) 1 µM y yoduro de propidio (PI) (Sigma Aldrich) 5 µM durante 30 minutos en medio 

fresco a 37 °C. 

Las células vivas y muertas fueron visualizadas mediante un microscopio de epifluorescencia Olympus 

IX71 y se obtuvieron micrografías de las mismas. El análisis y procesamiento de las imágenes se realizó 

con el software libre ImageJ. 

2.9 Ensayos de inmunofluorescencia 

●        Validación del método para la creación de patrones de colágena sobre PDMS 

  

Para verificar la adecuada transferencia de colágena I mediante impresión por microcontacto en los 

diferentes sustratos, se realizó una inmunofluorescencia incubando los sustratos con anticuerpo 

primario Anti-collagen type 1 (Santa Cruz Biotechnology) dilución 1:100 en suero de caballo al 10%, 

durante 12 horas a 4 °C. Posteriormente las muestras se incubaron con anticuerpo secundario anti-cabra 

acoplado a Alexa 594 (Jackson immunoresearch) diluido 1:500 en suero de caballo al 10%, durante 1 

hora a temperatura ambiente. 

  

●        Estudio de los marcadores Albúmina y HNF4-ɑ 

  

Ambos tipos celulares fueron sembrados en cubreobjetos redondos estériles de vidrio o recubiertos con 

PDMS suave o rígido y cultivados durante 4 y 48 horas para la línea HepG2 y 24 horas para los 

hepatocitos primarios. 

La evaluación de los marcadores albúmina y HNF4-ɑ (Factor Nuclear de Hepatocitos 4ɑ) fue exclusiva 

de los hepatocitos primarios sembrados sobre patrones de colágena I 1 mg/mL obtenidos mediante 

microcontact printing como se describe anteriormente. Todos los anticuerpos primarios fueron 

adquiridos de Santa Cruz Biotechnology. 

Las células se fijaron incubándolas durante 15 minutos con una solución de paraformaldehído al 4% en 

PBS a 37 °C. La permeabilización se realizó con Tritón X-100 al 0.1% en PBS por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Se incubó con la solución de bloqueo (10% de suero de caballo en PBS 1X) por 

1 hora a temperatura ambiente. 

Los anticuerpos primarios se trabajaron diluyendo con solución de bloqueo 1:100 para albúmina y 

HNF4-ɑ (ambos hechos en cabra). 

Se realizó la incubación durante toda la noche a 4° C. Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces 

por 5 minutos en PBS 1X y se incubaron con el anticuerpo secundario anti goat acoplado a Alexa Fluor 

594 (Jackson Immunoresearch) diluido 1:500 en solución de bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente 
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en agitación. Los cubreobjetos se lavaron 3 veces por 5 minutos en PBS 1X y se dió un lavado con 1 

mL de agua destilada antes de realizar el montaje para microscopía. 

  

●        Marcaje del citoesqueleto de actina con faloidina y life act. 

  

Para las muestras en las que se buscaba estudiar el citoesqueleto de actina como respuesta a los cambios 

de rigidez, esta se tiñó utilizando faloidina acoplada a Alexa 594 (Molecular Probes, ThermoFisher) en 

una dilución 1:40 en metanol. 

Adicionalmente, se estudió la dinámica del citoesqueleto de actina mediante células HepG2 

transfectadas con Life Act acoplado a la proteína fluorescente mTurquoise2. La transfección se realizó 

con 5 µg del plásmido pLifeAct-mTurquioise2 y 5 µg de lipofectamina® 2000 (Invitrogen); el plásmido 

No. 36201 fue obtenido de Addagene. La selección de células estables se realizó a las 48 horas 

postransfección utilizando el antibiótico Geneticin® de GIBCO (900 ug/mL). 

  

●        Montaje de las muestras y microscopía de fluorescencia 

  

Las imágenes para la validación del método para la creación de patrones de colágena sobre PDMS 

fueron adquiridas utilizando un microscopio de epifluorescencia Olympus IX71. No se realizó ningún 

montaje. 

Las muestras correspondientes al estudio de los marcadores albúmina y HNF4-ɑ, se montaron en 

portaobjetos de vidrio de 24x50 mm ya sea utilizando 10 µL de medio de montaje Vectashield (Vector 

Laboratories) con DAPI o realizando la tinción de los núcleos con DAPI (Invitrogen) utilizando una 

dilución 1:200 en PBS por 10 minutos y posteriormente montando las muestras con 50 µL de Mowiol 

(Calbiochem) a temperatura ambiente. 

Para la adquisición de las imágenes se emplearon microscopios confocales Zeiss LSM 800 Airyscan 

(Albúmina y HNF4-ɑ) y Leica TCS SP8 (LifeAct y Actina). El análisis y procesamiento de las imágenes 

se realizó con el software libre ImageJ. 

  

●        Western Blot 

 

Para analizar los niveles de expresión de proteínas marcadoras de fenotipo y función en hepatocitos y 

HepG2, se obtuvieron lisados de hepatocitos frescos y de cultivo por 24 horas y 7 días y lisados de 

células HepG2 cultivadas por 24 horas, incubando durante una hora a 4 °C con solución RIPA (50 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet.P40, 0.5% deoxicolato de sodio y 0.1% 

SDS) junto con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se cuantificó la concentración de proteínas de 

ambos grupos de lisados mediante el método de Bradford (Bio-Rad) y normalizada. Se prepararon geles 

de poliacrilamida:bis-acrilamida al 7.5% y se cargaron 50 y 100 μg de proteína de cada uno de los 
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lisados para realizar la electroforesis. Las proteínas analizadas fueron transferidas a una membrana de 

PVDF, se incubó en solución de bloqueo (leche en polvo sin grasa al 5% en TBST (20 mM de Tris-HCl 

pH 7.6, 137 mM de NaCl más Tween-20 al 1%) durante una hora a temperatura ambiente. Los 

anticuerpos primarios utilizados para el Western Blot fueron: 

  

Tabla 4. Anticuerpos primarios para el ensayo de Western Blot 

Anticuerpo No. catalogo Dilución utilizada 

Monoclonal Anti-Vimentin 

Anti-mouse 

V-6630, Sigma 1 a 1,000 

Albumina (P-20) 

Anti-goat 

Sc-46293, Santa Cruz 

Biotechnology 

1 a 1,000 

Citoqueratina 18 

Anti-mouse 

Sc-6259, Santa Cruz 

Biotechnology 

1 a 1,000 

HNF-4-α 

Anti-goat 

Sc-6556, Santa Cruz 

Biotechnology 

1 a 1,000 

Alfa-fetoproteína (AFP) 

Anti-goat 

Sc-8108, Santa Cruz 

Biotechnology 

1 a 1,000 

  

Se realizó la incubación durante toda la noche con los anticuerpos primarios arriba mencionados en 

agitación suave a 4 °C. Posteriormente, se retiró el anticuerpo y se realizaron 3 lavados de la membrana 

con buffer TBST por 5 minutos. La incubación con el anticuerpo secundario se realizó a una dilución 

de 1:20,000 preparada en una solución de TBST - leche sin grasas al 5%. La membrana se lavó 3 veces 

con TBST por 5 minutos. La reacción de quimioluminiscencia se realizó con los reactivos de Immobilon 

(Millipore). La detección de la señal se realizó en películas fotosensibles al azul (Kodak). 

2.10 Análisis estadístico 

Se realizó la prueba estadística tipo t de Student para calcular la significancia estadística. El valor p < 

0.05 fue considerado como significativo. 
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
En este capítulo se describen los resultados obtenidos de la metodología antes mencionados y cada 

resultado se discute de forma inmediata.  

3.1 Caracterización de los moldes  

A continuación, se muestran los resultados de la perfilometría (figura 20) obtenida para los moldes 

fabricados mediante fotolitografía en una oblea de silicio y mediante ablación láser en portaobjetos de 

acrílico. En ambos casos corresponden al diseño de líneas llamado L-40 (figura 18 c) ya que son los 

únicos en los que se pudo realizar un barrido completo con el perfilómetro. 

 

 

Figura 20.  Caracterización por perfilometría de algunas líneas de los moldes de líneas obtenidos por A: 

fotolitografía y B: ablación láser 
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Figura 21. Fotomicrografías de las réplicas en PDMS 184 de los diferentes moldes, A: molde de acrílico, B, C y 

D: molde en oblea de silicio/SU-8. 

 

Realizando el análisis por microscopía óptica de las réplicas en PDMS de los diferentes moldes, se 

observa que la réplica obtenida del molde de acrílico (figura 21-A) tiene una superficie más rugosa que 

en las réplicas del molde de silicio (figuras 21 B-D). Las estructuras pequeñas de círculos de 100 µm 

de diámetro y los triángulos no pudieron replicarse correctamente ya que en la mayor parte de la réplica 

las estructuras se arrancaron al desprenderla del molde. 

 

Pensando en favorecer el biomimetismo de la microarquitectura hepática, la estructura elegida para 

realizar el microcontact printing fueron las líneas ya que realizando el cultivo sobre estas líneas con 

proteína se podría imitar los cordones que forman los hepatocitos in vivo. Sin embargo, con la 

versatilidad de la técnica molde-réplica es posible realizar una gran diversidad de diseños geométricos 

con mayor complejidad para buscar mimetizar otro tipo de microarquitectura relevante en el estudio de 

otros órganos, los cuales pueden ser grabados en acrílico con el equipo de ablación láser que se tiene 

en el LaNSBioDyT. 

 

3.2 Caracterización de la superficie de los sustratos químicamente modificados 

 

En los sustratos de PDMS suave se observó un fenómeno interesante debido a los diferentes 

tratamientos de superficie. Después de incubarlos con APTES e inspeccionarlos mediante microscopía 
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óptica, se pudo ver que se forman grietas en la superficie del material como las que se muestran en la 

figura 22 que son grietas pertenecientes a sustratos de PDMS sylgard 527, sin embargo, cuando el 

PDMS rígido (sylgard 184) se analiza por microscopía óptica las grietas son prácticamente 

imperceptibles, y sólo fueron visualizadas cuando se obtuvieron micrografías mediante Microscopía 

Electrónica de Barrido (JCM-6000 Plus, JEOL) utilizando electrones secundarios. La figura 23 muestra 

que también sobre en el PDMS rígido se observa el fenómeno de la formación de grietas en la superficie 

después del tratamiento de modificación química de superficie. 

 

 

Figura 22. Fotomicrografías de microscopía óptica de las grietas formadas sobre PDMS 527 después de ser 

tratado con APTES. Objetivos 4X y 10X respectivamente. 

 

Es importante notar en la figura 22 que las grietas tienen una organización geométrica sin un patrón 

aparentemente “ordenado”.  
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Figura 23. Fotomicrografía de Microscopía Electrónica de Barrido, grietas formadas sobre PDMS 184 después 

de ser tratado con APTES 

 

 

La modificación de la topografía de los polímeros a escala micrométrica y submicrométrica tiene una 

implicación directa en diferentes áreas científicas y tecnológicas. Por ejemplo, en ingeniería de tejidos 

es posible controlar ciertos aspectos del comportamiento celular mediante la alteración de la topografía 

de la superficie [130]. Otras aplicaciones potenciales incluyen rejillas de difracción óptica, biosensores 

y dispositivos para aplicaciones biológicas. Yesildag y colaboradores [131]  publicaron en mayo de 

2017 un método para realizar una técnica similar a la impresión por microcontacto para estampar 

nanopartículas de oro con resolución nanométrica a partir de estampas de PDMS con nano-arrugas. 

En trabajos posteriores será interesante explorar a profundidad los posibles beneficios que pueden 

obtenerse de esta microestructuración así como estandarizar algún método para controlar su formación. 

3.2.1 Caracterización del ángulo de contacto 

 

A continuación se muestran las imágenes de gotas de agua sobre las diferentes superficies y los valores 

de los ángulos medidos en el equipo DSA 100 (figura 24). 
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Figura 24. Ángulos de contacto de los diferentes sustratos tratados y muestras control reportados por el equipo 

DSA100.  

 

Las mediciones obtenidas para los sustratos de PDMS 184 indican que una concentración baja de silano 

tiene un efecto de reducir ligeramente el ángulo de contacto, sin embargo, al aumentarlo predominan 

las arrugas formadas en el polímero lo que modifica el área de contacto de la gota con la superficie y 

vuelve a incrementar el ángulo de contacto. 

En el caso del PDMS 527 la tendencia a la formación de arrugas se observa desde concentraciones 

bajas, lo que predomina sobre el efecto que se esperaba del tratamiento con el silano que disminuiría 

progresivamente los ángulos de contacto al aumentar la concentración. 

3.2.2 Caracterización de la topografía 

 

El análisis por Microscopía de Fuerza Atómica permitió realizar la caracterización de la topografía de 

la superficie dependiendo de los diferentes tratamientos de modificación química de superficie. 

La figura 25 muestra los resultados de mediciones realizadas sólamente en sustratos de PDMS 184 

(rígido). Por cuestiones técnicas no es posible reportar la topografía de los sustratos de PDMS 527 

(suave) ya que este polímero es un gel y la punta del microscopio se queda adherida al material.  
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Figura 25. Análisis por Microscopía de Fuerza Atómica de las superficies de sustratos de PDMS 184 con 

diferentes tratamientos de funcionalización. 

El análisis muestra que el incremento en la concentración de silano modifica la topografía de la 

superficie haciéndola más rugosa. Junto con las arrugas que fueron observadas en el material, estos 

cambios en la superficie pueden ser considerados como explicación de la tendencia observada en las 

mediciones de ángulos de contacto, los cuales incrementan al aumentar la concentración de silano 

indicando un aumento en la hidrofobicidad. Sin embargo, como se verá más adelante esto no fue un 

impedimento para lograr la adhesión de las células ya que el tratamiento de superficie permite retener 

la proteína. 

3.2.3 Caracterización por espectroscopía fotoelectrónica de rayos X 

 

Se realizó la caracterización de los sustratos por espectroscopía fotoelectrónica de rayos X con la 

finalidad de analizar el tipo de átomos presentes en la superficie de los diferentes sustratos. Los 

espectros obtenidos son los siguientes: 
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Figura 26. Análisis por Espectroscopía Fotoelectrónica de Rayos X de sustratos de PDMS 184 y 527 con 

diferentes tratamientos de funcionalización. 

 

El ensayo mostró que sólo en los sustratos tratados con APTES al 99% es posible detectar la señal 

correspondiente al orbital 1s del nitrógeno, debido a la presencia del grupo funcional amino (-NH2).  

3.3 Caracterización del microestampado con colágena tipo l 

 

Para poder comprobar la transferencia de patrones de colágena sobre la superficie del PDMS se realizó 

una inmunofluorescencia como se mencionó en la sección 2.9 de la metodología. La figura 27 muestra 

que el anticuerpo se encuentra justo en las líneas observadas en la micrografía de microscopía óptica 

(izquierda) de un sello de proteína depositado sobre un sustrato de PDMS 527. 

 

Figura 27. Micropatrones de Colágena I depositados sobre PDMS suave: objetivo 4X (izquierda), Micrografía 

de inmunofluorescencia con anti-Colágena I Barras de escala 200 µm 
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3.4 Viabilidad y proliferación celular 

 

Después de haber sido cultivadas en micropatrones de colágena I por 4 y 48 horas, se observó que las 

células HepG2 mantuvieron una buena adhesión celular al sustrato sólo en las regiones en las que se 

encontraba la proteína. Las células quedaron confinadas en estas líneas como se puede observar en la 

figura 28.A. Esto resulta de interés ya que se ha reportado que las células HepG2 sembradas a alta 

densidad pueden mejorar sus funciones metabólicas en comparación con el cultivo a baja confluencia 

[132]. 

 

El ensayo de viabilidad y muerte con calceína AM y yoduro de propidio mostró que las células 

sembradas con los sustratos de PDMS modificados químicamente se mantuvieron en su mayoría vivas 

como se puede observar en las gráficas de la figura 28 paneles B y C.  

 

Realizando la comparación estadística mediante la prueba de t de Student entre los diferentes grupos de 

sustratos (vidrio, PDMS suave y PDMS rígido) se observaron diferencias significativas en la 

proliferación celular entre los sustratos vidrio y PDMS rígido en relación al PDMS suave, habiendo una 

menor proliferación en este último. Esto correlaciona con que el PDMS suave tiene una rigidez más 

cercana al tejido hepático que en los otros dos grupos de sustratos y en condiciones in vivo las células 

parenquimales hepáticas no son células proliferativas, por lo que se puede considerar al sustrato de 

PDMS suave como el más cercano a las características biomiméticas que se buscan para la plataforma 

en cuestión mecánica. 

 

Como prueba para estudiar el fenotipo en cada uno de los sustratos probados, se estudió la expresión de 

HNF4α. Este factor transcripcional es considerado un marcador asociado a un fenotipo epitelial como 

el de los hepatocitos. En la línea celular HepG2 se espera que se encuentre expresado cuando éstas 

poseen un fenotipo adulto, lo cual se confirma en las micrografías que se presentan en la figura 28. D 

en todos los sustratos utilizados, por lo que ni la rigidez del material ni el proceso químico de 

modificación de superficie tienen un efecto negativo en esta característica particular del fenotipo. 



63 

 

Figura 28. Alta adhesión, viabilidad y proliferación de células HepG2 confinadas en sustratos de PDMS suave y 

rígido tratados con APTES/GA con patrones de líneas de Col l. A: Adhesión, viabilidad y proliferación en 

células HepG2, evaluadas con el ensayo de Calceína AM/PI (células vivas en verde, muertas en rojo), barra de 

escala = 200 µm. B-C: Células vivas y muertas presentadas como porcentaje de número de células basado en el 

área ocupada de células teñidas con calceína (células vivas/barras verdes) y yoduro de propidio (células 

muertas/barras rojas). *p < 0.0318 (suave vs rígido, células vivas), *p < 0.0201 (suave vs vidrio, células vivas) y 

ns = no significativo (rígido vs vidrio y en todas las condiciones de células muertas). D: Imágenes de 

epifluorescencia en células HepG2 mostrando el marcador HNF4 con localización nuclear. Núcleos teñidos con 

DAPI. Barra de escala = 50 µm. 

 

3.5 Organización del citoesqueleto de actina 

 

Se conoce que el citoesqueleto de actina presenta una reorganización que es dependiente de la rigidez 

del sustrato en el cual se encuentra adherida la célula y de las interacciones existentes con células 

vecinas. La organización del citoesqueleto en células HepG2 fue estudiada mediante dos 

aproximaciones: la primera fue mediante la transfección de las células con LifeAct que permite realizar 

un seguimiento in vivo mediante fluorescencia de la dinámica del citoesqueleto, marcando las 

estructuras de F-actina. El segundo fue mediante el marcaje con faloidina, la cual es una micotoxina 

que tiene una alta afinidad por los filamentos de actina y que al estar acoplada con un fluorocromo como 

es Alexa Fluor 488, permite identificar la organización de estos filamentos mediante microscopía 

confocal. 
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La figura 29 A muestra de manera cualitativa la comparación de la marca del citoesqueleto de actina en 

células HepG2 sembradas en sustratos de PDMS suave y rígido químicamente modificados, en ambos 

casos las células fueron confinadas en los patrones de líneas de colágena I. Como se observa, los 

filamentos de actina se organizan de manera cortical en las células sembradas en el sustrato suave, 

mientras que en el sustrato rígido se observa una mayor localización hacia el centro de la célula. Algunos 

autores como Ong y colaboradores [133] reportan que la localización cortical de la actina es indicativo 

de una morfología que corresponde a la que se encontraría en un arreglo 3D de células, por lo que esta 

respuesta es parte de lo que se busca al querer fabricar una plataforma biomimética. 

 

Para confirmar lo anterior de manera cuantitativa, se analizaron las imágenes mediante Matlab para 

poder determinar el contraste de fluorescencia y el ancho del anillo de actina de las células en sustratos 

de PDMS rígido y suave en zonas donde había contactos célula - célula y en zonas donde las células 

estaban aisladas. El resultado se muestra en la figura 29 B, se realizó una comparación estadística 

mediante la prueba t de Student de dos colas con un nivel de significancia del 95% mediante la cual se 

puede ver que los resultados de las mediciones en zonas con contacto célula-célula son estadísticamente 

diferentes entre sí, siendo mayores el ancho del anillo de actina y el contraste de fluorescencia cuando 

el sustrato es PDMS suave. 
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Figura 29. Localización de actina en células HepG2 confinadas en patrones de líneas de Col l sobre sustratos de 

PDMS rígido y suave con superficie químicamente modificada. A: Tinción de los filamentos de actina mediante 

faloidina acoplada a Alexa 594. Las imágenes de microscopía diferencial de contraste de interferencia (DIC) y 

microscopía confocal fueron tomadas a las 48 horas de cultivo. Barra de escala = 50 µm. B: Niveles relativos de 

F-actina medidos como contraste de fluorescencia (a.u. = unidades arbitrarias) y como ancho de anillo de actina 

(µm), *p < 0.021 (célula - célula, contraste) y ** p < 0.008 (célula- célula, ancho). C: Tinción de F-actina con 

faloidina acoplada a Alexa 594 (rojo) en células transfectadas con LifeAct-mTurquoise2 (cian). Barra de escala 

= 30 µm. 

3.6 Resultados iniciales de viabilidad, funcionalidad y fenotipo en hepatocitos de rata 

 

Los hepatocitos primarios de rata fueron cultivados en plataformas iguales a las que se usaron en los 

cultivos de la línea celular HepG2 para analizar la organización de estas células según la rigidez del 

sustrato y el confinamiento en patrones de proteína. 

 

En la figura 30 panel A se puede observar de manera cualitativa el resultado de la prueba de viabilidad 

y muerte con Calceina AM y yoduro de propidio. Las micrografías permiten ver que después de 24 

horas de cultivo, las células presentan una alta viabilidad en ambos sustratos ya que en su mayoría se 

encuentran teñidas en verde por la incorporación de Calceina. Además, las células presentan una 

adhesión selectiva a las regiones en donde se encuentran los patrones de colágena sin realizar ningún 
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tratamiento adicional para bloquear la superficie, lo cual abre la posibilidad de realizar co-cultivos con 

fibroblastos para promover interacciones heterotípicas y mejorar así el modelo propuesto, 

incrementando sus características biomiméticas en un trabajo futuro. Se ha estudiado que la interacción 

con fibroblastos promueve el incremento de funciones hepáticas específicas en hepatocitos [134]. 

 

Figura  30. Confinamiento de hepatocitos primarios de rata cultivados sobre micropatrones de Colágena I 

obtenidos por impresión por microcontacto en sustratos de PDMS rígido y suave químicamente modificados con 

APTES/GA. A: Evaluación de la viabilidad de los hepatocitos con el método de Calceina AM/PI (células vivas 

en verde, muertas en rojo). Las imágenes de microscopía diferencial de contraste de interferencia (DIC) y 

microscopía confocal fueron tomadas a las 24 horas de cultivo. Barra de escala = 100 µm. B: Ensayo de 

inmunofluorescencia que muestra la expresión de albúmina (citosol) y HNF4-ɑ como marcadores hepáticos 

específicos después de 24 horas de cultivo. Núcleos teñidos con DAPI. Barra de escala = 20 µm. C: Imágenes de 

microscopía confocal de hepatocitos primarios de rata cultivados sobre PDMS suave y rígido tratado con 

APTES/GA y recubierto totalmente con Colágena I mostrando expresión de albúmina (citosol) y HNF4-ɑ como 

marcadores hepáticos específicos después de 24 horas de cultivo. Núcleos teñidos con DAPI. Barra de escala = 

20 µm 

 

Los paneles B y C de la figura 30 corresponden al análisis por microscopía confocal de hepatocitos 

primarios sembrados en sustratos con patrones de proteína (panel B) y sembrados en sustratos con toda 

la superficie recubierta de colágena (panel C), en ambos casos se muestran los marcadores albúmina y 

HNF4 expresados en el citosol y núcleo respectivamente. El estudio de la expresión de la proteína 

albúmina es de interés ya que es utilizada como un marcador de diferenciación de hepatocitos maduros 
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y es una manera de evaluar la funcionalidad sintética de estas células [135]. En ambos tipos de sustratos 

tratados químicamente se observó una tinción uniforme de albúmina intracelular.  

 

La presencia de la proteína HNF4 ha sido correlacionada con la expresión de un fenotipo hepático in 

vitro y la deficiencia de ésta tiene como consecuencia la disminución o supresión de la expresión ciertos 

genes característicos de hepatocitos [136].  

 

El ensayo de Western Blot realizado en lisados de células HepG2 cultivadas durante 24 horas y 

hepatocitos primarios frescos y después de haber sido cultivados durante 24 horas y 7 días (figura 31), 

muestra la expresión de ciertas proteínas que son consideradas marcadores de fenotipo y funcionalidad 

hepática. Se analizó la expresión de Vimentina la cual es una proteína característica de una transición 

epitelio - mesénquima y en la cual se observa un incremento considerable a los 7 días de cultivo, 

indicativo de que las células hepáticas han iniciado una transdiferenciación hacia un fenotipo de células 

tipo miofibroblastos, Albúmina es un marcador de funcionalidad ya que es producida por los 

hepatocitos, puede observarse una expresión cualitativamente mayor en las células primarias frescas y 

de 24 horas de cultivo que en la línea celular HepG2 , Citoqueratina 18 como marcador de fenotipo 

epitelial hepático no se encuentra expresado en los hepatocitos de cultivo primario pero sí en la línea 

HepG2, HNF4-ɑ que ya fue mencionada anteriormente como marcador específico de fenotipo hepático 

adulto se encuentra presente en todas las condiciones excepto en hepatocitos cultivados durante 7 días 

que ya han sufrido transdiferenciación y alfa fetoproteína que es un marcador de hepatocitos inmaduros 

se encuentra expresada con menor intensidad que HNF4 en todas las condiciones menos en hepatocitos 

de 7 días de cultivo por las razones mencionadas. 

 

Figura 31. Niveles de expresión de proteínas marcadoras de fenotipo y función en Hepatocitos y HepG2. Se 

analizaron extractos totales de Hepatocitos frescos, Hepatocitos cultivados por 24h y 7 días, así como,  células 

HepG2 cultivadas por 24 h sobre PDMS 527, 184 y vidrio. Se detectaron por Western Blot, vimentina, 

albumina, citoqueratina 18, HNF4 (Factor nuclear de hepatocitos 4) y AFP (alfa- feto proteína). Se indican los 

pesos moleculares de cada proteína en KDa. 
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En estudios posteriores será interesante realizar un seguimiento en un mayor número de días de cultivo 

de manera que pueda observarse si mediante mecanotransducción (rigidez) e interacciones célula-célula 

(confinamiento) en los sustratos propuestos pueden mantener o modular estas características de fenotipo 

hepático.  
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CAPÍTULO 4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Se realizó el estudio de la modificación química de superficie del polímero polidimetilsiloxano con la 

que se mejora las propiedades de este material y así favorecer su uso en el cultivo de células hepáticas. 

Se observó que en el PDMS 527 (suave) se puede además, tener una modificación en la topografía de 

la superficie obteniendo grietas que son modulables de acuerdo al método utilizado para funcionalizar 

la superficie y la concentración utilizada del organosilano APTES. Hasta este momento se desconoce 

el efecto que esta microestructuración puede tener en la respuesta celular pero será interesante estudiarla 

utilizando para ello la línea celular hepática C9 (línea celular de hepatocito de rata), la cual no requiere 

de colágena o proteínas de matriz extracelular para poder formar puntos de adhesión sobre el PDMS y 

da la posibilidad de analizar cambios en su morfología que puedan deberse sólo a cambios en la 

topografía del sustrato en el que se cultiven. 

  

Se presentó también un método casero para la fabricación de estampas microestructuradas de PDMS 

para su uso en la técnica de litografía suave de impresión por microcontacto, mostrando su eficiencia 

para tener un control geométrico sobre la transferencia de colágena tipo l, una proteína que forma parte 

de la matriz extracelular hepática y que es necesaria para que las células puedan mantener una adecuada 

interacción célula-sustrato mediante puntos de adhesión. En estudios posteriores se tiene previsto el 

aislamiento de matriz extracelular de tejido hepático de rata mediante la descelularización del órgano, 

procesarla para tener este conjunto de proteínas en solución y poder realizar el procedimiento de 

estampado mediante impresión por microcontacto sobre superficies de PDMS químicamente 

modificado o incluso hidrogeles que permiten disminuir aún más la rigidez del material y mejorar el 

biomimetismo de las propiedades mecánicas de diversos tejidos. Se piensa que el uso de esta matriz 

extracelular específica de las células hepáticas en los sustratos de cultivo permitirá establecer una mejor 

interacción célula-sustrato, además de que dentro de esta matriz se encuentran moléculas de 

señalización que pueden favorecen el estado diferenciado de las células de cultivo primario por tiempos 

más prolongados. 
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En cuanto a los hepatocitos primarios de rata, se estudió por primera vez la influencia de micropatrones 

de proteínas de matriz extracelular sobre PDMS, lo cual es una característica útil para el desarrollo de 

plataformas de tipo lab-on chip u organ-on-chip. Los resultados mostraron que esta técnica para 

transferir microestampados permite el cultivo de hepatocitos primarios en una forma similar a los 

cordones que se presentan en la microarquitectura hepática sobre PDMS suave y rígido. Esto es muy 

importante para controlar el fenotipo de hepatocitos modulando la organización del citoesqueleto de 

actina no sólo mediante control de la rigidez del sustrato. Sin embargo, se requieren más estudios para 

tener mayor claridad sobre el efecto sinérgico de la rigidez del sustrato y el confinamiento en 

micropatrones sobre estas células. 

  

Gracias al control ofrecido por la técnica de ablación láser presentada en este trabajo, es posible la 

fabricación de estas estampas microestructuradas en una gran variedad de geometrías y dimensión de 

patrones con los que se puede realizar impresión por microcontacto de diferentes moléculas, lo cual 

expande la posibilidad de confinar diversos tipos celulares de manera que se puedan representar 

interacciones célula-célula en una disposición espacial más cercana a la microarquitectura in vivo de 

diferentes tejidos dentro de un dispositivo de tipo organ-on-chip. Lo anterior es relevante ya que el 

mantenimiento a largo plazo del fenotipo hepático y la modulación de la funcionalidad, dependen de 

diversas señales del microambiente como son las interacciones intercelulares y célula - matriz. Esto se 

estudiará posteriormente ampliando el tiempo de monitoreo de la morfología y funcionalidad de 

hepatocitos primarios a 7 días o más de ser posible. 

 

El control espacial de la adhesión celular tiene interesantes aplicaciones, por ejemplo es fundamental 

para el desarrollo de estudios de interacción célula - célula. La posibilidad de generar patrones para 

adhesión celular sobre superficies planas  o canales microfluídicos es importante para poder localizar 

células en regiones cercanas a microdetectores dentro de dispositivos para biosensores basados en 

células.  

 

Además de lo mencionado anteriormente, esta técnica es de bajo costo lo cual permite que la fabricación 

de los moldes para impresión por microcontacto sea más accesible en comparación con los moldes 

obtenidos mediante fotolitografía que requiere de materiales y equipos de alto costo además de 

formación especializada para realizar el procedimiento. 
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