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Resumen

En este trabajo se estudié la influencia sobre el comportamiento celular de parametros como
confinamiento y rigidez ya que estos parametros promueven la funcionalidad celular. De manera
especifica se estudio la influencia de estas sefiales en células hepéticas. Se escogid la linea celular
HepG2 proveniente de un hepatoma humano y hepatocitos primarios de rata por su propiedad de
adhesion unicamente en presencia de proteinas de superficie, ya que existe un considerable interés en
desarrollar estrategias que promuevan el mantenimiento de un fenotipo hepético estable y adecuada
funcionalidad en cultivos a largo plazo, promoviendo asi caracteristicas esenciales de los hepatocitos
como la polaridad (presentan una membrana celular asimétrica en la que cada dominio realiza funciones
especificas), la cual estd ausente en los cultivos tradicionales en dos dimensiones y que es de gran
significancia para estudios de desarrollo de nuevos farmacos e investigacion en el campo de la
ingenieria de tejidos.

Asi, se desarrollé una plataforma con caracteristicas biomiméticas para cultivo de células hepéticas con
polidimetilsiloxano (PDMS), un material polimérico biocompatible y de bajo costo, cuyas propiedades
mecanicas son facilmente modulables, ampliamente utilizado en el desarrollo de dispositivos
microfluidicos. Su transparencia éptica permite la adquisicion de imagenes o video en tiempo real de
las células cultivadas en él, ademas de que su flexibilidad hace que se puedan aplicar estimulos
mecanicos a las células mediante deformaciones locales del material, lo cual lo hace un material ideal
para la fabricacion de dispositivos tipo organ-on-chip. Ademas, la superficie del PDMS puede ser
guimicamente modificada para poder inmovilizar proteinas de matriz extracelular (MEC) como la
colagena tipo | promoviendo asi la adhesion celular, ya que algunos tipos de células como las HepG2
no se adhieren al sustrato sin la presencia de esta proteina. Para la inmovilizacion de la proteina de MEC
en la superficie del PDMS de forma localizada y con una geometria especifica se implement6 un método
de litografia suave llamado impresion por microcontacto (UCP por sus siglas en inglés), este método
permite la generacion de patrones de proteina de MEC en la superficie de sustratos de PDMS para tener
un control sobre la geometria y el confinamiento de las células hepaticas sobre el sustrato. EI control
del microambiente celular permite estudiar los mecanismos celulares implicados en las interacciones
célula-célula y célula-sustrato, esenciales en la investigacion con aplicaciones médicas (cancer,
medicina regenerativa, basqueda de nuevos farmacos, 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, rigido: 1-2 MPa) con los
micropatrones de colagena | generados, se comprobd viabilidad con el ensayo de calceina AM/yoduro
de propidio y adhesion, lo que no sucede en sustratos de PDMS sin tratamiento. También se evaluaron
algunos marcadores de fenotipo y funcionalidad (HNF4-a, albumina, alfa fetoproteina y vimentina)

mediante Western Blot e inmunofluorescencia (HNF4-a y albimina), asi como la organizacion del

12



citoesqueleto de actina como validacidn de que las condiciones de fabricacion de la plataforma (rigidez
y confinamiento) favorecen la conservacién del fenotipo celular en cultivo. Se observo que las células
presentan una distribucion cortical de actina al estar sobre los sustratos suaves, lo cual se espera en un
fenotipo epitelial, mientras que en el sustrato rigido se forman mas fibras de estrés, fenémeno
generalmente asociado a un fenotipo mesenquimal. La proliferacion 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
proteinas de MEC con una geometria especifica sobre en un sustrato con rigidez modulable permiten
crear microambientes celulares con caracteristicas mas biomiméticas lo que genera mejores modelos
celulares de estudio. Cabe mencionar que el proceso es compatible con métodos de fabricacion de
dispositivos lab on a chip y 6rganos en un chip, que utilizan como material principal el PDMS, razon
por la que fue elegido como material para la plataforma.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios se ha hecho evidente que parametros especificos del microambiente celular in vivo
(estimulos mecénicos originados por la rigidez de la matriz extracelular, flujo, geometria del
microambiente y factores solubles entre otros) tienen un impacto directo en el comportamiento y
funcién celular [1].

Las técnicas tradicionales de cultivo celular carecen de elementos que puedan recrear la
microarquitectura y el microambiente de los tejidos y 6rganos, lo que provoca una alteracion en el
fenotipo, comportamiento y funcidn celular [2]. Por ello, se ha optado por crear plataformas de cultivo
in vitro que permitan la modulacién de este tipo de sefiales especificas logrando con el fin que las células
cultivadas en estas plataformas mas biomiméticas tengan un comportamiento que se aproxime mas a
las funciones que presentan in vivo.

En particular, cuando los hepatocitos (células que componen el higado en su mayoria) 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
6rgano [3]. La pérdida de funciones hepéticas especificas y la alteracién 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 hepético [4].
Ademas, los hepatocitos son las células responsables del metabolismo de sustancias ajenas al
organismo, por lo que son considerados el estdndar de oro como modelo in vitro para evaluar la posible
toxicidad de  moléculas que son estudiadas como  posibles  farmacos  [5].
Por lo anterior, surge la necesidad de disefiar y fabricar una plataforma de cultivo celular que pueda
integrar las condiciones geométricas, mecanicas y bioquimicas adecuadas para evitar o retrasar la
pérdida de funcionalidad y fenotipo celular hepatico. Este proyecto aspira a ofrecer una herramienta de
integracion de varios de estos parametros en cultivo para estudio y mantenimiento de fenotipo de

hepatocitos in vitro.
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CAPITULO

MARCO TEORICO

Los avances en distintos campos de la medicina y la biologia se deben a nuestra habilidad para
experimentar con los sistemas vivos. La investigacion biomédica actual se realiza utilizando
principalmente dos modelos experimentales: el cultivo celular y los animales de laboratorio. Sin
embargo, aln cuando se han logrado avances extraordinarios en la medicina y la biologia gracias a estos
modelos, existen limitaciones para entender de manera mas precisa la biologia 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 s6lo cambian su comportamiento sino que pierden
capacidad de reorganizarse entre ellas y remodelar su MEC con una microarquitectura que les permita
Ilevar 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].

Asi, por medio de la conjuncion de la ciencia e ingenieria de materiales, la biologia y las técnicas de
microfabricacion se han desarrollado nuevas plataformas de cultivo en un contexto mas biomimético
para poder hacer cada vez mas estrecha la brecha existente entre el cultivo celular tradicional y la
fisiologia de cada 6rgano para conseguir un impacto de relevancia para la investigacion basica y

aplicada.

1.1 Sefiales del microambiente que tienen impacto en la funcién celular

In vivo, la microestructura de los tejidos define el entorno celular ya que determina las interacciones
célula - célulay célula - MEC ademas de sefiales bioquimicas como factores de crecimiento y esfuerzos
mecanicos [8]. Estas sefiales del microambiente actlan 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 sefializacion celular, expresion de genes, fenotipo y funcionalidad [9].
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El desafio 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 6rgano de interés.

Se ha observado que sefiales del microambiente como la rigidez del sustrato, la geometria, el
confinamiento y la composicion de la MEC tienen una fuerte influencia sobre el comportamiento y
funcion celular [7,8,10,11,12], por lo que se pueden estudiar los componentes del microambiente
dividiéndolos en factores de adhesion, mecénicos, estructurales y quimicos.

Senales del microambiente celular /7 vivo

Flujo cortante
S Seiniales solubles

" » /< Receptores de superficie

Adhesiones
focales

"~ Rigidezdela  — Moléculasde | Fuerzasde
matriz " adhesion tension

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

célula.
a) Adhesion

El estudio de la biologia 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
gue con frecuencia dista mucho de tener caracteristicas 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 organizacidn celular [13]. Esta capacidad de union entre células o célulay su MEC
es llevada a cabo por una amplia coleccion de moléculas como integrinas y cadherinas, entre otras, que
son utilizadas para percibir el entorno fisicoquimico del microambiente extracelular [14]. Por lo tanto,
es importante conocer y, de ser posible, controlar la disponibilidad de proteinas de superficie para

anclaje y estudiar su impacto sobre las células de interés.

b) Estimulos mecénicos

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

de la MEC y esfuerzos generados por el contacto entre células (fuerzas de traccion) al interior de la
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célula donde son traducidos a sefiales bioquimicas en un proceso llamado mecanotransduccion [15]. Un
ejemplo de este proceso es el que llevan a cabo ciertos tipos de moléculas de adhesion (integrinas y
cadherinas) unidas a moléculas mecanosensibles (vinculina, talina, a-catenina, - catenina, entre otras)
gue a su vez estan enlazadas al citoesqueleto (filamentos de actina y filamentos intermedios) lo que
permite a la célula percibir la rigidez de la MEC y transmitir al nlcleo esta sefial [12,16]. Es importante
tener un control sobre las propiedades mecénicas del sustrato sobre el cual se adhiere la célula, ya que
dependiendo de la rigidez se pueden generar cambios en el fenotipo, diferenciacion, proliferacion,
funcién, adhesion, migracion y supervivencia [11,16,17,18,19].

c) Estructura, geometria y confinamiento

Una de las principales consecuencias de la adhesion celular es la formacion de tejidos con una estructura
bien definida, como consecuencia de ello las células son confinadas a un espacio geométrico especifico
lo que resulta de gran importancia en el comportamiento y funciones celulares ya que se ha comprobado
gue el confinamiento geométrico juega un papel relevante en la funcion, diferenciacion, proliferacion y
apoptosis celular [10,20]. En los Gltimos afios, el cultivo in vitro de diferentes tipos celulares utilizando
micropatrones con geometrias especificas ha permitido revelar importantes pistas sobre como el
confinamiento y la geometria del microambiente impacta a la fisiologia celular, desde su organizacién
intracelular hasta el estado de diferenciacion [21,22]. La importancia de controlar la geometria de los
micropatrones que forman los sitios de adhesion es que puede ser usada para limitar el esparcimiento
(spreading) de la célula y mimetizar el confinamiento espacial fisioldgico de un determinado tejido u

6rgano [23].

d) Composicién quimica

Desde el punto de vista quimico, la composicion de la MEC juega un papel importante en el control del
comportamiento celular [24] a través de vias de sefializacién mediadas por integrinas. Varias proteinas
de la MEC se unen a integrinas a través de diversos mecanismos que tienen como resultado la puesta
en marcha de mdltiples vias de sefializacion y por lo tanto desencadenan un determinado
comportamiento celular.

Algunas proteinas de MEC como la fibronectina contienen una secuencia particular de aminoécidos
conocida como RGD, arginina - glicina - aspartato, que tiene efecto sobre las funciones celulares como
la adhesion, ya que permite la union entre las integrinas y la matriz extracelular [25]. Ademas de tener
estos sitios de adhesion, la MEC también contiene diversas moléculas de sefializacion (factores de
crecimiento, citocinas, etc.) con un mecanismo fuertemente regulado con relacion a tiempos y sitios
para la liberacion de dichas moléculas, generando gradientes que son fundamentales en la regulacion

de procesos celulares como la migracion [26]. Algunos de los mecanismos por los que pueden ser
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liberadas estas moléculas son la regulacion mediante componentes de la MEC como
glucosaminoglucanos y proteoglucanos [27] o por accion mecanica de las células al ejercer fuerzas de
traccion sobre las fibras [28], ilustrando que las sefiales quimicas y mecanicas se encuentran

estrechamente relacionadas

En la siguiente seccion se describiran algunas de las técnicas y materiales que permiten la integracion
de caracteristicas biomiméticas como las mencionadas en esta seccion, al construir plataformas de

cultivo celular.

1.2 Técnicas y materiales para microfabricacion de plataformas de cultivo celular

Como se planteé en la seccion anterior existe un gran desafio tecnolégico para la produccién de
plataformas de cultivo que tengan la posibilidad de controlar los parametros antes mencionados
(adhesion, estimulos mecanicos, estructurales y componentes quimicos) para permitir que los modelos
celulares cultivados en estas plataformas se encuentren en un estado méas parecido al que estan en los
sistemas Vvivos.

Para la produccién de estas plataformas se han utilizado un conjunto de técnicas de fabricacion que
permiten manipular y estructurar materiales a escala micrométrica debido a que en esa magnitud se
encuentran los procesos celulares, algunas de las caracteristicas de los materiales a controlar son:

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

1.2.1 Técnicas de microfabricacion

Al conjunto de técnicas y procesos que permiten manipular materiales para la produccion de
dispositivos y estructuras a escala micrométricas se le llama microfabricacién [30]. El auge de esta
tecnologia surge en 1947 con la invencién del transistor y la fabricacién de circuitos integrados, de aqui
gue la mayor parte de la maquinaria utilizada para microfabricacion fue desarrollada inicialmente para
aplicaciones relacionadas con la microelectrénica. Por lo anterior, estas técnicas no son especificas para
aplicaciones médicas o bioldgicas; sin embargo han ofrecido un gran nimero de posibilidades para el
estudio quimico, bioldgico y fisico de procesos a nivel celular y molecular [31].

El uso de la microfabricacion brinda la posibilidad de explorar una gran variedad de disefios, geometrias
y tamafios mediante los cuales es posible sembrar a las células en posiciones precisas para crear arreglos
definidos. A continuacion se describen algunas de las técnicas que se han utilizado extensamente para

estos fines:
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1.2.1.1 Fotolitografia

La fotolitografia es una de las técnicas de microfabricacién mas utilizadas para microestructurar
patrones en un determinado material. Este proceso (figura 1) consiste en una serie de pasos en los cuales
un patrén deseado es generado en la superficie de un sustrato, recubierto con una resina fotosensible
depositada mediante spin coating, a través de la exposicion de ciertas regiones del mismo a luz
ultravioleta (UV), utilizando una mascara con regiones opacas. Dependiendo del tipo de resina
fotosensible utilizada pueden presentarse dos posibles transformaciones después de haber sido expuesta
a la radiacion: cuando se ilumina una resina positiva, las regiones expuestas se solubilizan
posteriormente con una solucion 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 sélo las partes
no expuestas son removidas después del contacto con la solucion de revelado [32]. Una de las resinas
que se usan de manera mas comun es la SU-8, desarrollada originalmente por IBM. Esta resina epoxica
negativa es entrecruzada por la exposicion 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.

Region Region Luz UV
opaca transparente
& >
Resi —_———
p esina = 7
|
/ i
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Resina Resina
negativa positiva

— (=

Figura 2. Esquema del proceso de fotolitografia.

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

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

de alta precision requeridos para la fabricacion de dispositivos microelectronicos. El capital
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requerido para poder disponer de un cuarto limpio hace que la fotolitografia sea muy poco accesible
para la mayoria de quimicos y bi6logos.

e Usualmente la fotolitografia se lleva a cabo colocando una mascara con un determinado patrén sobre
una pelicula de resina fotosensible. El tiempo y costo relacionados con la fabricacion de estas
mascaras presenta una barrera significativa para el uso de esta tecnologia.

e Finalmente, la fotolitografia no ofrece control sobre la quimica de la superficie y no es aplicable a

superficies curvas o no planas.

1.2.1.2 Litografia suave

La litografia suave representa un concepto diferente para el prototipado rapido de estructuras a escala
micro y nanométrica en sustratos planos, curvos, flexibles y suaves. Es un conjunto de técnicas no
fotolitograficas con las cuales se obtienen réplicas detallada de patrones en un material “suave”
comparado a los materiales comunes de la microelectrénica. La ventaja principal de este proceso es su
bajo costo [34], no requiere de equipos e instalaciones de laboratorio sofisticado para su realizacion

como en el caso de la fotolitografia que se mencion6 anteriormente.

La litografia suave engloba técnicas que han dado resultados satisfactorios para la fabricacion de micro
y nanoestructuras segun las aplicaciones finales deseadas o las limitaciones tecnoldgicas del operador.
Algunas técnicas de la litografia suave son: el proceso molde-réplica, impresion por microcontacto
(Microcontact Printing, uCP), micromoldeo asistido por solvente (Solvent-Assisted Micromolding,
SAMIM), moldeo por microtransferencia (Microtransfer Molding, uTM) 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 litografia suave que se detallan a continuacion.

e Proceso molde-réplica

El proceso molde-réplica (figura 3) permite duplicar la forma, tamafio y estructura geométrica de un
molde maestro, asi como generar patrones en un rango de materiales mas amplio de los que son posibles
con la fotolitografia En contraste con la fotolitografia, esta técnica permite replicar estructuras
tridimensionales en un sélo paso depositando un prepolimero sobre la superficie de un molde maestro
que puede ser una oblea de silicio con patrones generados mediante fotolitografia. El prepolimero es

entrecruzado y posteriormente desprendido obteniendo asi la estructura en negativo del molde.
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Figura 3. Proceso molde-réplica, tomada de [37]

e Impresion por microcontacto

La formacién de micropatrones es una importante herramienta para el estudio del comportamiento
celular en microambientes controlados. La técnica de impresion por microcontacto, descrita en esta
seccion, representa una forma de crear patrones en los que se puede controlar la distribucion y

composicidn de las proteinas unidas a la superficie, las cuales permiten la adhesién celular.

La impresion por microcontacto (LCP) 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 nifios utilizan sellos para imprimir figuras sobre papel.

Originalmente este método se usé para generar patrones de oro, pero rapidamente se volvié evidente
que su uso podia ser generalizado a diferentes campos de investigacion y las “tintas” utilizadas podian

ser tan variadas como solventes organicos [39], polimeros [40], ADN [41], proteinas [42] y células [43].

El material méas utilizado para fabricar las estampas es un elastbmero 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 impresion por microcontacto desde la obtencion
de la estampa de PDMS hasta la transferencia del compuesto o material deseado en un determinado
patron. Después de que el PDMS es entrecruzado, desprendido del molde maestro y cortado del tamafio
adecuado para obtener los sellos, estos son “entintados” con el material que se busca imprimir. Para una
estampa de 1 cm? de superficie, es suficiente colocar un volumen de 20 L de la solucién que se desea
transferir, como por ejemplo la proteina. Dado que la superficie de la estampa es hidrofdbica es

necesario esparcir la gota, teniendo precaucion 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 unién a la nueva superficie debe ser
mas favorable que quedarse unidas a la estampa, por lo que la quimica 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 bafio ultrasénico
antes de ser usadas.

A pesar de que la alta compresibilidad de la estampa que es una de las caracteristicas principales de la
impresion 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 deformacion durante la separacion de la estampa del molde
maestro o durante el contacto con el sustrato, lo que puede afectar la resolucion y calidad del patron
obtenido, disminuyendo asi la reproducibilidad de la técnica [45].

FOMS  oa Estampa de PDMS

“Tinta"
- ‘ -
~—=

Impresion por
microcontacto

Réplica

Figura 4. Proceso de fabricacion de la estampa de PDMS y la impresién por microcontacto de proteina sobre un

sustrato, imagen adaptada de [44].

La altura de los relieves dividido entre las dimensiones laterales del mismo, definen la relacion de
aspecto del patrén; 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 Ablacioén laser

En muchas ocasiones, la utilidad de las técnicas de litografia suave se ve limitadas por la disponibilidad
de moldes apropiados. Usualmente estos son fabricados mediante técnicas costosas como la
fotolitografia, que es uno de los métodos mas convenientes para obtener moldes con microestructuras
complejas, sin embargo, es un método de alto costo como ya se menciond. Con la finalidad de reducir
los costos de fabricacion de los dispositivos para tener una tecnologia mas accesible, se han desarrollado
otros métodos de fabricacion de moldes de bajo costo alternativos a la fotolitografia, como la impresion
del disefio en materiales de poliestireno termoplastico que al reducir su tamafio quedan estructuras de

tamafio micrométrico [46].

Entre estas alternativas se encuentran las técnicas de microfabricacion laser, que como su nombre lo
indica, utilizan luz laser para poder generar estructuras tridimensionales en diferentes materiales. Es un
método rapido ya que no requiere contacto mecanico ni etapas posteriores para obtener el producto final

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

En particular, la ablacién laser es un proceso en la que un haz enfocado proveniente de un laser elimina
material de una superficie sélida, siempre y cuando la densidad de potencia del laser esté por encima
de la energia minima necesaria para que se produzca un cambio en la superficie del sustrato. Dado que
los mecanismos de ablacién dependen del tipo de material con el que se trabaje, en ocasiones se afiade
algun otro elemento 0 compuesto a la superficie del material que propicie la absorcién de fotones y asi,

la ablacion laser [48].

En el Laboratorio de Micro y Nanotecnologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM, se ha
desarrollado una tecnologia de ablacion laser local o fotoablacién, que consiste en remover o extraer
localmente parte de un material sélido al irradiar la superficie con un laser [49]. Esta plataforma para
prototipado rapido de bajo costo utiliza la unidad éptica de un lector de CD/DVD cuyo sistema de
enfoque es de utilidad en la microfabricacion laser. La ubicacion del punto focal del haz laser 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 disefios digitalizados previamente [50].

1.2.3 Materiales de microfabricacion para plataformas de cultivo celular

Las técnicas de microfabricacion antes mencionadas tienen como fin estructurar materiales como el
silicio y otros semiconductores por su papel en la industria electrénica pero por sus caracteristicas
mecanicas, superficiales y costo resultan poco efectivos para su uso en plataformas de cultivo [7, 51]
por ello desde los afios 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
adhesion celular [52,53] han sido los materiales tradicionalmente utilizados para el cultivo celular pero,
al igual que los semiconductores, su rigidez estd muy por encima de los valores fisiolégicos, ademas
que sélo es posible el cultivo de monocapas estaticas en este tipo de sustratos. Debido a estas
limitaciones, en los ultimos afios se han desarrollado diversos materiales poliméricos como elastomeros,
geles e hidrogeles que permitan una modulacién apropiada de la rigidez ademas de su estructuracion
para crear dispositivos microfluidicos que permiten el cultivo de sistemas dinamicos con flujo como
estimulo mecénico [54,55,56]. Esto crea la capacidad de la fabricacion de plataformas que imitan de

mejor manera el ambiente celular in vivo.

Los hidrogeles son una excelente opcién 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 bioldgicas o
dispositivos de microfluidica para cultivo celular y/o ingenieria de tejidos (organs-on-chip) [44, 57] es
el polidimetilsiloxano (PDMS). Sus caracteristicas fisicas, que se mencionan en la seccién siguiente, lo
hacen particularmente (til para dar soporte y estabilidad mecanica al dispositivo, permite el ensamblado
de microvalvulas, por su elasticidad y flexibilidad es posible aplicar estimulos mecéanicos y se pueden

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

1.2.3.1. PDMS

El PDMS es un polimero organico basado en cadenas de silicio y oxigeno (figura 6), este material
elastomérico transparente pertenece al grupo de los materiales conocidos como siliconas. Es versétil,
permeable a gases, de bajo costo, con un método de fabricacion sencillo y propiedades mecanicas Utiles

en litografia suave.
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Generalmente, el PDMS se produce a partir de un kit comercial como los que produce la compafia Dow
Corning, el cual forma un material estable y transparente después de mezclar el componente base con
el agente curante.

En este trabajo se utilizd el elastomero Sylgard 184 y el gel Sylgard 527. En ambos productos, el
componente base es un prepolimero liquido a temperatura ambiente que al mezclarse con el agente
curante y ser vertido sobre el molde se lleva a cabo una reaccién organometélica de entrecruzamiento
que puede ser acelerada mediante un tratamiento térmico. El agente curante contiene un catalizador
basado en platino que facilita la formacion de enlaces Si-CH,-CH,-Si permitiendo un entrecruzamiento
tridimensional (figura 7). En esta reaccion no se generan subproductos. Si se incrementa la proporcion
de agente curante con respecto a la base o prepolimero, se obtiene un elastémero mas rigido como

consecuencia de un mayor entrecruzamiento [58].
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Figura 7. Esquema de la reaccién de entrecruzamiento entre los oligdmeros entrecruzantes y el prepolimero.

1.2.3.2 Control de propiedades del PDMS

No solo la microestructuracién juega un papel importante en los dispositivos de tipo organ on a chip o
los biosensores basados en células. Factores como la quimica de la superficie y la rigidez del sustrato
son de gran importancia para favorecer o no la interaccion célula-sustrato lo cual se traduce en una

buena adhesion celular.
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A pesar de sus grandes ventajas, el PDMS es altamente hidrofobico debido al empaquetamiento
compacto de grupos metilo en la superficie del material. Dado que la mayoria de los ensayos biol6gicos
se llevan a cabo en medio acuoso y la adhesidon celular generalmente se inhibe en materiales
hidrofébicos, su aplicacion como superficie para cultivo celular en dispositivos biol6gicos ha sido
limitada. [59].

Aunqgue en varios trabajos [60, 61] se ha mejorado la mojabilidad de la superficie mediante tratamientos
con plasma de oxigeno, radiacion UV o adsorcion de proteinas, 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 modificacion quimica de superficies mediante silanizacion tiene el potencial de promover
una interaccion célula sustrato mas estable ya que los enlaces covalentes pueden incrementar la

durabilidad de los recubrimientos de proteina o moléculas bioactivas.

. Proteina
A B Glutaraldehido ) .
Monocapa autoensamblada de APTES HOC (Colagenatipo) ®
moléculas de APTES g _
NH,
SR 5 LT 3 (CHy)s HoC NH, %j
&8s k B ; + + 2
0—si—0 NH, CH, ) CH,
Silanizacién Entrecruzamiento 0_ Cultivo 0—cH
0 —_—  (CH)y —> ey —>
+
0—5i—0
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PDMS oxidado 7 Inmovilizacion de Ad'l;es:on celu:jar
Superficie proteina sobre la capa de
silanizada proteina

Figura 8. A. Esquema de la organizacion 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 glutaraldehido, esto favorece la inmovilizacién de la proteina por union covalente y por lo tanto

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

Kuddannaya y colaboradores en el 2013 [63] encontraron que la silanizacion del PDMS con la molécula
(3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) y glutaraldehido (GA) era una estrategia eficiente para
inmovilizar proteinas de matriz extracelular (colagena tipo I) sobre la superficie y mejorar asi su
mojabilidad y por lo tanto la capacidad de interaccion de células mesenquimales con la superficie. El

esquema de esta modificacion quimica se muestra en la figura 8.

Por otro lado, el PDMS es un material que ofrece la posibilidad de poder modificar su médulo elastico
en funcion de la proporcion en que se mezclen el componente base y el agente curante, lo cual lo vuelve
interesante como biomaterial para estudios de mecanobiologia. La mecénica es un componente

importante de la regulacién de la morfologia celular, la proliferacion, la migracion y la diferenciacion
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en condiciones normales y patoldgicas [16]. Sin embargo, ain hay mucho por entender sobre cémo las
células pueden percibir y responder a los estimulos mecanicos de su microambiente; por esta razon, el
PDMS es frecuentemente usado en el desarrollo de dispositivos en los que se busca recrear el ambiente

mecanico 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 permitia el crecimiento y diferenciacién
de células demostrando que diversas células de interés podian ser mantenidas fuera de su organismo de
origen y ser observadas y estudiadas continuamente. Con el paso del tiempo, las técnicas de cultivo
celular no s6lo resultaron valiosas para estudios de biologia celular sino que se introdujo su uso para
realizar ensayos de toxicidad de diferentes compuestos quimicos, siendo las mas estudiadas aquellas

moléculas con algln potencial para ser usadas como farmacos.

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 necrdticas son removidas constantemente al

cambiar el medio de cultivo.
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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 dioxido de carbono (CO>), 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 inhibicion de crecimiento por contacto.
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Una gran cantidad de descubrimientos relacionados con el mejor entendimiento de la biologia 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 oxigeno y nutrientes y las caracteristicas mecéanicas 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 morfologia anormal que influencia varios procesos
celulares entre los cuales estan la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y expresion de genes y
proteinas [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 esta expuesto al medio de cultivo; esta polarizacion “forzada™ genera interacciones no

naturales que afectan la sefializacion intracelular [67].

En el cultivo bidimensional, las células experimentan una concentracion homogénea de nutrientes,
factores de crecimiento, hormonas y citocinas en la seccion 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 dinamicos [68]. En consecuencia, los datos obtenidos mediante
cultivo 2D pueden ser engafiosos, con poca relevancia fisioldgica y con bajo poder predictivo de los

resultados esperados in vivo.

Por esta razon, se ha continuado la busqueda de modelos de cultivo con un mayor control del
microambiente de las células, de manera que puedan desarrollarse de manera mas similar a como lo
hacen in vivo; sin embargo, el cultivo tradicional 2D sigue siendo el estandar de oro para los estudios

in vitro.

1.3.2. Modelos de cultivo tridimensional

Diversas investigaciones respaldan que la morfologia celular se vuelve mas 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
sdndwich de colégena [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
hepatico), ya que se conocia que los hepatocitos perdian rapidamente el fenotipo en las condiciones del
cultivo tradicional. Para este modelo se utilizaron dos capas de gel de colagena aislado de cola de rata
entre las cuales se sembraron hepatocitos aislados de higado 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 secrecién de albimina, fibrindgeno, acidos biliares
y urea por un periodo de 6 semanas, mientras que las células cultivadas sobre una sola capa de gel de
colagena perdieron funcionalidad 1-2 semanas después del cultivo. También observaron que este
sistema favorecia la organizacion de los filamentos de actina de manera cortical, similar a como se
podria observar in vivo; en cambio, las células en una capa de coldgena mostraron la formacion de fibras

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

También se han desarrollado numerosas metodologias que consideran la organizacion espacial como
una caracteristica fundamental para crear un entorno més 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 disefiados para
que las células puedan interactuar y migrar a través de estructuras porosas con una cierta densidad y

tamafio 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 estan basados principalmente en la formacion
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 practica, este modelo puede ser utilizado en cualquier tipo de investigacion 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 estan basadas en la formacion
de esferoides cultivados en suspension o con una matriz como soporte.

1.3.3 Tecnologia organ on a chip

Diversos grupos de investigacion 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 seccion 1.3.1 [75]. Uno de los institutos méas reconocidos a nivel mundial y pionero
en el desarrollo de sistemas de cultivo biomiméticos es el Instituto WYyss para Ingenieria de Inspiracion
Bioldgica dentro de la Universidad de Harvard, establecido en el 2009 en Boston, Massachusetts. Su
actual director, Donald Ingber, fue el primero en fusionar la microelectrénica con la biologia para el
disefio de dispositivos que ofrecen una potencial alternativa a los cultivos tradicionales y a la
experimentacion en animales. Este tipo de dispositivos han recibido el nombre de 6rganos en un chip
(organs-on-a-chip) y se les puede definir como sistemas biomiméticos microfabricados que estan
disefiados para modelar las funciones fisiologicas y estados patoldgicos de tejidos y 6rganos in vitro,
estos sistemas contienen células y matriz extracelular en una cierta disposicion que permita recapitular
la microarquitectura y funcionalidad [76], logrando niveles de diferenciacion y organizacion 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 multiples aplicaciones que incluyen pruebas de efectos
de farmacos sobre 6rganos humanos [77], ensayos de toxicidad, modelado de enfermedades como el
cancer para su estudio [78] e incluso se considera que podrian revolucionar el desarrollo de farmacos 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 sélo tejido u érgano. Mas
alla de lograr reducir el uso de animales de laboratorio, estos dispositivos podrian también mejorar la
coordinacién de ensayos en humanos, por ejemplo evaluando de manera preclinica candidatos a ensayos
clinicos, de manera que sélo aquellos mas aptos procedan a entrar a ensayos de Fase 1 reduciendo asi
las grandes inversiones de dinero y el tiempo necesario para el proceso de desarrollo y validacion del
farmaco que usualmente toma de 15 a 20 afios para poder tenerlo disponible comercialmente para los
pacientes que lo requieren. Por otra parte, en abril del afio 2017, la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) anuncié que evaluard esta
tecnologia para identificar un modelo que mejore la manera en la que hasta la fecha se estudian los
potenciales riesgos quimicos y biol6gicos de sustancias encontradas en alimentos, cosméticos o

suplementos alimenticios [79].

En la revision hecha por Wei Sun y colaboradores en el afio 2016 [81], se destaca el progreso en la
investigacion de dispositivos organ-on-a-chip para estudiar diferentes 6rganos (figura 12) entre los que
se mencionan higado, rifidn, intestino, pulmon, corazén e incluso se hace referencia a los avances en
modelado de vasculatura y la integracion de multiples érganos en un mismo dispositivo que se conoce

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

Higado Intestino Pulmén Corazén Médula 6sea

Figura 12. Algunos disefios 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
microfabricacién que puede crear microestructuras que favorezcan la organizacién celular y controlar
la topografia de la superficie, que modula la adhesion, proliferacion, diferenciacion y migracion celular,
y la microfluidica que permite administrar a las células nutrientes, factores bioldgicos y diversas
moléculas en pequefas 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.

presentan in vivo.
Alto consumo de
reactivos

reactivos.

CULTIVO 2D CULTIVO 3D ORGAN ON CHIP
Ventajas Metodologias bien La morfologia, e Incorporacion de
caracterizadas y funcion celular y parametros relevantes
estandarizadas. expresion de genes y a nivel fisiologico
Accesible en proteinas en estos como rigidez del
cuanto al equipo modelos se asemeja sustrato, esfuerzos
requerido. mas al mecanicos,
El relativo bajo comportamiento confinamiento,
costo facilita su observado in vivo. localizacion de sitios
uso para ensayos a Permite el uso de para adhesion,
gran escala. matrices que incorporacion de
incorporan proteinas de MEC.
componentes de la e  Microestructuracion
MEC, mejorando la del sustrato para poder
adhesion y mimetizar la
comunicacion celular. organizacion de las
En un biorreactor se células en el tejido.
puede establecer un e Se pueden conectar
microambiente varios chips para
dinamico estudiar respuestas
(intercambio de gases sistémica tiempo real.
y nutrientes) e Entorno
dinamico.(microflujo y
esfuerzos mecénicos
dinamicos)
Limitaciones Condiciones Variabilidad e El desarrollo de estos
estaticas. bioldgica entre los modelos representa un
Sustratos con diferentes lotes de alto costo.
rigidez muy alta a MEC utilizada como e Sudisefioy
comparacion de la soporte. fabricacion es un
que perciben las Costo mucho mas proceso complejo.
células en los alto que el cultivo e | amayoria de estos
tejidos. 2D. modelos ain no
Bajo poder Algunos modelos pueden ser aplicados
representativo de carecen de en estudios a gran
los procesos vasculatura. escala.
fisiologicos que se Alto consumo de e El uso de volumenes

tan pequefios de
reactivos y muestra
puede limitar la
capacidad de andlisis
de acuerdo al limite de
deteccion de los
instrumentos.

1.4 El higado: fisiologia, microarquitectura y cultivo de células hepaticas

Dado que el higado es uno de los drganos méas importantes en el metabolismo de xenobi6ticos, es de

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

hepética para poder estudiar el efecto de diversas moléculas ajenas al cuerpo humano y su posible
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toxicidad. A continuacion se describira la funcionalidad e importancia de este érgano y en que consiste
la microarquitectura del higado. Asimismo, se discutiran también algunos de los criterios moleculares

y morfoldgicos que definen a una célula como hepatocito.

1.4.1 Fisiologia hepatica

El higado es el érgano interno mas grande del cuerpo humano y constituye aproximadamente del 2 al
5% del peso total de un adulto.

En el higado se llevan a cabo un gran nimero de funciones de gran relevancia entre las que se encuentran
el metabolismo de la glucosa, lipidos, vitaminas y carbohidratos, el almacenamiento y la sintesis de
proteinas, la sintesis de bilis y la biotransformacion de xenobidticos [83]. Estas funciones se ven
reflejadas en la microarquitectura hepatica ya que cada tipo celular desarrolla funciones especificas que
dependen de su localizacion en el tejido, su interaccion con los otros tipos celulares y con el flujo

sanguineo.

1.4.2 Microarquitectura hepatica

Estructuralmente, el tejido hepatico esta constituido por la repeticion de unidades funcionales que llevan
el nombre de lobulillo hepatico, el cual se constituye alrededor de una vena central o centrolobulillar y
esquematicamente se representa como un prisma hexagonal que tiene una triada portal en cada uno de
sus angulos (figura 13). La triada portal consiste en un conducto biliar, una rama de la arteria hepética
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 estan
arreglados entre los sinusoides en laminas de dos células de grosor, por lo que cada borde lateral esta

en contacto con una gran cantidad de sangre sinusoidal.

Las venas centrales de todos los lobulillos convergen en la vena hepética, que se lleva la sangre con los
metabolitos que ya han sido procesados en el higado. El delgado canal que porta la bilis que es secretada
continuamente por los hepatocitos se llama canaliculo biliar y corre entre las células dentro de la placa

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

Los hepatocitos son las células parenquimales del higado y son responsables de llevar a cabo la mayoria
de las funciones del higado. En la microarquitectura hepética, estas células estan orientadas en cordones
separados por capilares conocidos como sinusoides, los cuales tienen aproximadamente 10 micras de
ancho y reciben sangre de los intestinos, pancreas, bazo y vesicula biliar [85] . Los hepatocitos secretan
bilis a través de la membrana apical hacia el canaliculo biliar localizado entre ellos y estan limitados

por uniones estrechas [86].

En el higado hay tres tipos principales de células no parenquimales que son las células endoteliales de
los sinusoides, las células de Kupffer y las células estelares hepaticas (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 macréfagos residentes
del higado y se localizan usualmente en el sinusoide. Durante un dafio hepatico las células de Kupffer
se encargan de secretar citocinas anti y pro-inflamatorias y reclutan neutréfilos hacia el higado [89].
Las células estelares hepaticas se localizan en el espacio de Disse y almacenan lipidos y vitamina A,
ademas, cuando el higado recibe alguna agresion estas células se activan y se transforman hacia un

fenotipo miofibrobléstico, secretando componentes de matriz extracelular de manera excesiva [90].
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Figura 14. Localizacion de los diferentes tipos celulares hepaticos [96].

El espacio de Disse se encuentra entre los hepatocitos y las células endoteliales del sinusoide y actta
como una barrera fisica entre los hepatocitos y las células no parenquimales promoviendo la
transferencia de nutrientes y oxigeno entre el sinusoide y los hepatocitos [91].

La MEC que forma el andamiaje en un higado 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 area relativa en
una seccion del higado normal. Dado que la MEC es parte de la frontera entre el flujo sanguineo y el
parénquima hepético, una variacion en cantidad o composicion de la misma tiene consecuencias

inmediatas en el funcionamiento del 6rgano.

Las proteinas méas encontradas en el higado son las colagenas, siendo las mas abundantes la I, 111, IV y
V; cada una difiere en su localizacion y funcion. Mientras que los tipos I, 111 'y V son los constituyentes
mayoritarios de las colagenas fibrilares y estan confinadas a las regiones del tracto portal y la vena
central, la colédgena tipo IV asociada a laminina, entactina y nidogeno participa en la formacion de una

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

La baja densidad de la membrana basal es critica para permitir la difusion de diversas moléculas del
flujo sanguineo a las células parenquimales o hepatocitos y para mantener el estado diferenciado de las
células hepéticas [94].

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

y nidogeno; proteoglicanos como heparan sulfato, dermatan sulfato y condroitin sulfato, perlecan, acido
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hialurénico y decorina [95]. EI microambiente celular impone condiciones especificas que tienen
influencia no solo en la microarquitectura o en la mecanica celular sino en la polaridad de las células y

su funcionamiento.

Los hepatocitos al ser células epiteliales tienen la caracteristica de ser células polarizadas, esto implica
una regionalizacion de la membrana celular con funciones especificas, es decir cada parte de la

membrana tiene una orientacién y cumple una funcion determinada [97].

La mayoria de las células epiteliales poseen una polaridad que puede ser denominada “simple”. La
membrana plasmatica en estas células tiene un dominio apical orientado hacia el lumen del 6rgano al
gue 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 canaliculos biliares a donde
es secretada la bilis que estas células producen, mientras que los dominios basolaterales estan 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 higado depende de mantener este fenotipo
altamente polarizado.

Polarizacion “simple” Polarizacion en hepatocitos

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

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

1.4.3 Marcadores de fenotipo y funcionalidad de hepatocitos

Como se menciono al inicio de esta seccion, 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 mas parecida posible a como si estuvieran in vivo. Por lo tanto, es necesario caracterizar como

afectan los parametros de fabricacion 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 polarizacion (una de las caracteristicas de un hepatocito) y
de funcionalidad, cuya expresidn se analiza para saber si en un cultivo las células mantienen el fenotipo.
Dado que la polarizacion en células epiteliales requiere adhesién célula-célula y una organizacion
especifica de proteinas en la superficie de las células, se considera a las proteinas de superficie E-
cadherina y ZO-1 como marcadores de interés ya que son requeridas para la formacion de uniones
estrechas, necesarias para dar paso a la estructuracion de los canaliculos biliares, parte importante de la
microarquitectura hepatica [97]. Otra caracteristica morfoldgica importante de un hepatocito con
fenotipo adulto es la configuracion de la actina de manera cortical; al presentarse la transicidon hacia un
fenotipo mesenquimal, se identifica una reorganizacion de la actina formando fibras de estrés [99]. De
igual manera, las citoqueratinas 8 y 18 (CK8/CK18) son estudiadas como marcadores especificos de
hepatocitos adultos, estas proteinas se encuentran formando parte de los filamentos intermedios del
citoesqueleto y los conductos biliares [100].

El factor de transcripcion HNF4a es también un marcador especifico de fenotipo hepético, su expresion
ha sido relacionada con la regulacion de maltiples vias metabdlicas en el higado y con la diferenciacion
de hepatocitos hacia fenotipo adulto [101]. Se ha reportado que se requiere de la expresion de HNF4a
para mantener una microarquitectura hepatica apropiada asi como la expresion de marcadores de
fenotipo epitelial y que la disrupcion de HNF4a tiene como consecuencia que se inicie la transicion

epitelio-mesénquima que serd descrita mas adelante [102].

Tabla 2. Marcadores de fenotipo hepatico.

Marcador Funcion Referencia
Z0-1 Proteina encontrada en uniones estrechas [103]
E-Cadherina Forma parte del complejo cadherina-catenina-actina, [104]

esencial para la unién célula-célula.

MRP2 Proteina presente en el polo apical del hepatocito, [105]
transportadora de &cidos biliares.

DPP4 Enzima caracteristica del canaliculo biliar [106]

HNF4a Factor transcripcional esencial para la diferenciacion [107]

morfoldgica y funcional de hepatocitos.

Alblmina Mantiene la osmolaridad en la sangre, molécula [108]
transportadora de un gran nimero de metabolitos, ayuda
a mantener la integridad del endotelio, limita la
produccion de especies reactivas de oxigeno (efecto
antioxidante). Marcador de fenotipo adulto.

a-Fetoproteina Glicoproteina producida durante la etapa fetal en la [109]
formacion del higado. Elevada durante procesos de

37



regeneracion y/o dafio hepatico como cirrosis o cancer
hepatocelular. Marcador de fenotipo fetal.

CYP1A1 Enzimas relevantes para el metabolismo de xenobidticos [110]
(detoxificacion)

CPS (Carbamoyl Phosphate Enzima especifica del higado involucrada en el ciclo de [111]
Synthase) la urea
CKB8/CK18 Proteinas componentes del citoesqueleto en hepatocitos [100]

Aunque se han identificado moléculas que son caracteristicas de un fenotipo hepéatico, no hay una
definicion 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 mas precisa el fenotipo de la célula que se analiza.

1.4.4 Transicion Epitelio - Mesénquima (TEM)

Las células epiteliales y mesenquimales son dos tipos principales de células que estan presentes en
6rganos y tejidos. Como se muestra en la figura 16, las células epiteliales tienen la caracteristica de
estar polarizadas y de mantenerse adheridas a una membrana basal; ademas 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 organizacion
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
reorganizandolos mediante la produccién de metaloproteinasas de matriz (MMPSs), que son enzimas que
promueven la degradacion de proteinas de la MEC. Ademas, las células mesenquimales son fuente de
moléculas de sefializacion (factores de crecimiento) que acttian 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 (TGF[]), siendo este Ultimo 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) disrupcion de las uniones célula-célula y modificacion en la expresion de proteinas del
citoesqueleto.
c) adquisicion de propiedades de migracion e invasion, las cuales son consideradas un sello

caracteristico de esta transicion
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Cuando las condiciones de cultivo celular no favorecen la recreacion de la microarquitectura in vivo y
carecen de la sefializacién fisico-bioquimica propia de la matriz extracelular, las células perciben el
cambio abrupto en el microambiente ya que la geometria, propiedades mécanicas como la rigidez y
sefiales bioguimicas del sustrato cambian de manera radical. Cuando las células hepéticas son cultivadas
en este tipo de condiciones, se inicia el proceso de TEM ocasionando que sufran un cambio en su
morfologia (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 dramético en la composicién de los filamentos
intermedios del citoesqueleto, ocasionando la pérdida de marcadores de fenotipo como E-Cadherina,
Z0-1, Laminina-1y Citoqueratina-18, ademas de la expresion de marcadores caracteristicos de fenotipo
mesenquimal como a-SMA y Vimentina [117], aunque de hecho en los periodos intermedios de la

transicion se encuentran mezclas de marcadores epiteliales y mesenquimales.

Los cambios fenotipicos relacionados con la TEM representan un importante reto en el disefio y
desarrollo de nuevas plataformas para cultivo celular. Para que los ensayos in vitro que se llevan a cabo
en investigacion bésica y aplicada puedan proporcionar resultados con mayor relevancia, los procesos
gue realice la célula en el cultivo deben ser lo méas cercano posible a los procesos que lleva a cabo en el
tejido. A continuacion 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 unién célula - MEC, produccion de metaloproteinasas que
remodelan la MEC, son fuente de proteinas de sefializacion como TGF L[] que actdan sobre las células epiteliales.
Adaptado de [115].
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Figura 17. Cambios morfoldgicos 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 seccién anterior, se presenta en los cultivos primarios de hepatocitos en un

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

cultivo de hepatocitos primarios como modelo en investigacion, a pesar de ser considerados el estandar

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

Hablando en particular de los modelos para higado, los principales avances y retos estan relacionados

con:

e Generar una apropiada interaccion célula-célula y célula-matriz extracelular para contribuir a

estabilizar el fenotipo de hepatocitos primarios y asi evitar o al menos retrasar la transicion

epitelio-mesénquima [120].

e Modular la rigidez de los biomateriales utilizados en la fabricacion de los chips para inducir la

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

e Replicar la zonacion existente en el higado mediante la formacion de gradientes para

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

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

e Mimetizar microestructuras como los conductos biliares [123], lobulillo hepético [124] y

sinusoide hepatico [125].

e Incluir en el sistema la interaccién de las células parenquimales del higado (hepatocitos) con

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

hepético) bajo esfuerzos mecanicos originados por el flujo constante [126].

Las tecnologias presentadas en este capitulo y empleadas en esta investigacion, representan un esfuerzo

interdisciplinario entre la ciencia de materiales, la biologia y la microtecnologia para lograr realizar un

aporte significativo al disefio y fabricacion de plataformas de cultivo méas 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 transdiferenciacion (como es la transicién epitelio - mesénquima) y tener células con una morfologia
y funcidén mas cercanos a los que presentan in vivo.

Tomando este contexto se presentan a continuacién la hipotesis y los objetivos.
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HIPOTESIS

Si es posible controlar las condiciones mecénicas de rigidez y geometria similares a las reportadas en
el tejido hepatico, entonces el hepatocito adquirird una morfologia y funcion similares a los observados

in vivo.

OBJETIVOS

Objetivo general

Controlar las condiciones mecanicas de rigidez de una plataforma de cultivo celular, asi como la
geometria y confinamiento de las células en micropatrones de colagena | sobre dicha plataforma, para

mejor el fenotipo de los hepatocitos.

Objetivos particulares

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

e Funcionalizar las superficies mediante una reaccion de silanizacion con APTES, seguido de un
tratamiento con glutaraldehido.

e Fabricar estampas de PDMS mediante la técnica de réplica-molde, utilizando moldes
microfabricados mediante fotolitografia y ablacion laser.

e Generar micropatrones de colagena tipo | sobre los sustratos de PDMS quimicamente
modificados, utilizando la técnica de impresion por microcontacto.

e Cultivar hepatocitos primarios de rata y hepatocitos humanos de la linea celular HepG2 sobre
los micropatrones de colagena | y evaluar la sobrevida con un ensayo de calceina AM/P1 y su
funcionamiento a través de algunos marcadores de fenotipo (albimina, localizacion de actina,
HNF4-a, AFP, vimentina, citoqueratina 18).

e Controlar el pegado de los hepatocitos por impresion por microcontacto.
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CAPiITULDO

METODOLOGIA

Con el fin de fabricar una plataforma de cultivo donde se controle la rigidez y la localizacion superficial
de proteina con un patrén geométrico especifico se establecié la metodologia descrita en este capitulo,
primero se describe cdmo se obtuvieron sustratos de PDMS con dos rigideces (suave 12-13 kPa y rigido
1-2 MPa), después como se modificd quimicamente su superficie y también cdmo se caracterizaron
fisicogquimicamente. Enseguida se da una descripcion de como se implementd la técnica de impresion
por microcontacto (UCP) descrita en el capitulo anterior para crear patrones geométricos de proteina
(Colagena tipo 1) sobre la superficie de los sustratos de PDMS quimicamente modificados. Finalmente,
se menciona la metodologia seguida para el aislamiento de hepatocitos de rata, del cultivo la linea
celular HepG2 y de los protocolos usados para realizar la caracterizacion bioldgica por medio de ensayo
de viabilidad con Calceina/Yoduro de propidio, evaluacion de algunos marcadores de fenotipo y
funcionalidad (HNF4-a, albtimina, alfa fetoproteina y vimentina) mediante Western Blot ¢
inmunofluorescencia (HNF4-a y albumina), asi como el marcaje del citoesqueleto de actina como

validacion de las condiciones de fabricacion de la plataforma (rigidez y confinamiento).

2.1 Preparacion de los sustratos de PDMS

Como se ha mencionado anteriormente se eligié el PDMS como material para la fabricacion de los
sustratos deseados, para su polimerizacion y facil manejo se utiliz6 como soporte cubreobjetos de vidrio
redondos de 18 mm de didmetro los cuales se limpiaron previamente en bafio 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 proporcion en masa 10:1 para el
PDMS 184 y 1:1 para el PDMS 527. En ambos casos, el prepolimero 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 vacio 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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e  PDMS 184 (rigido)

Se recubrieron portaobjetos de vidrio con papel aluminio y sobre éstos se colocaron 3 cubreobjetos
separados una distancia aproximada de 1 cm. EI PDMS 184 se coloc6 en una jeringa y se distribuyé en
una linea en la parte central del cubreobjetos. Se coloc6 una segunda linea en los bordes exteriores del
cubreobjetos. Se dejé extender la capa de PDMS durante 10 minutos y se metieron al horno de
conveccion a 60°C durante 2 dias.

° PDMS 527 (suave)

Se cortaron rectangulos de 25 cm x 15 cm de tapete de silicon 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 rectangulo y se virtié de manera homogénea el PDMS. Se cur6 de igual
manera a 60 °C durante 2 dias.

Ambos tipos de sustratos se cortaron con un bisturi 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 Modificacion quimica de superficie

Debido a que el PDMS tiene una naturaleza hidrofobica que no es apta para el cultivo de células, se
probaron diferentes métodos de modificacion quimica 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 oxidacion de los grupos metilo (-CHs) de la superficie del PDMS a grupos hidroxilo
(-OH) de manera que pueda haber una reaccidn entre la superficie del PDMS y el APTES.
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Tabla 3. Descripcidn de los diferentes métodos de funcionalizacién con APTES

Meétodo Referencia Descripcion del método

1 [127] Solucién: APTES al 0.09% en metanol. Inmersién durante 2 horas a
temperatura ambiente. Lavado con metanol. Secar. Tratamiento
térmico a 110 °C durante 30 minutos.

2 [128] Solucion: APTES al 5% en agua desionizada, activacion por
calentamiento a 85 °C. Inmersion durante 1 minuto sin calentar.
Lavado con agua desionizada. Secar.

3 [129] Solucién: APTES sin diluir (99%). Inmersion por 5 minutos a
temperatura ambiente. Lavado con agua desionizada. Secar.

Posterior a la silanizacion, se realizdé un tratamiento con glutaraldehido (GA) (Sigma Aldrich, No
catalogo G7651) al 2.5%. El glutaraldehido funciona como una molécula de unién entre el grupo amino
del APTES vy la colagena. Los sustratos se sumergieron durante 1 hora en la solucién 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 impresion por microcontacto y/o cultivo celular.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica de los sustratos

2.3.1 Medicidn de angulo de contacto

La medicién del angulo de contacto sobre las diferentes superficies se realizd 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 medicion 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 angulo de contacto, la gota estara mas esparcida en la superficie, indicando una mayor

interaccion con el sustrato (el sustrato sera mas hidrofilico)

46



2.3.2 Analisis de topografia por Microscopia de Fuerza Atémica

Para realizar esta caracterizacion se utiliz6 el equipo Nanosurf NaioAFM en modo de contacto,
midiendo una superficie de de 50 um x 50 um. Se empled una punta Budget Sensors ContAl-G con una
constante de fuerza de 0.2 N/m.

Cabe resaltar que por cuestiones técnicas sélo fue posible hacer el estudio de las muestras de PDMS
184 ya que la punta se adheria en el PDMS 527 y podia resultar dafiada. El tratamiento de datos se

realiz6 mediante el software libre Gwyddion.

2.3.3 Caracterizacion superficial por espectroscopia fotoelectronica de rayos X
(XPS)

Para el analisis de espectroscopia de fotoelectrones por rayos X, XPS (por sus siglas en inglés, X-Ray
Photoelectron Spectroscopy). Se utilizé un sistema de ultra alto vacio (UHV) de Physical Electronics,
Scanning XPS microprobe PHI 5000 VersaProbe 11, con un detector analizador de 16 chaneltrones. Se
utilizé una fuente de rayos X monocromatica de Al K, (hn= 1486.6eV) a 25 W de 200 um de didmetro.
El espectro XPS se obtuvo a 45° respecto de la normal a la superficie con un paso de energia constante
(CAE) Eo = 117.40 eV para espectro de barrido completo y Eo = 11.75 eV para espectros de alta
resolucion.

La presion se mantuvo, durante la medicion, en 7 x108 Pa. La posicion en energia se calibré con el
orbital de Ag 3ds;; en la posicion de 368.20 eV con una resolucién (FWHM) de 0.56 eV, Au 4f7, en
84.00eVy C 1sen 285.00 eV.

2.4 Microfabricacion de moldes para impresion por microcontacto

Se utilizaron dos moldes maestros para la fabricacion de los sellos, cada uno con diferente topografia

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

2.4.1 Microfabricacion por fotolitografia

El primer molde se obtuvo mediante la técnica de fotolitografia utilizando una oblea de silicio de 50 um
de espesor, recubierta con la resina fotosensible SU-8 que al ser expuesta a radiacién UV a través de
una mascara, 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 disefios diferentes que se muestran en la figura 18, los cuales fueron

hechos en el software CleWin5.
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Figura 18. Distribucidn de los diferentes disefios sobre la oblea de Si/SU8. A: Disefio D-100, circulos de 100 um
de didmetro, espaciamiento vertical y horizontal 300 um. B: Disefio D-200, circulos de 200 um de didmetro,
espaciamiento vertical y horizontal 600 um. C: Disefio L-40, bandas de 40 um de ancho con espaciamiento de 80

um. D: Disefio T-100, Triangulos rectangulos con catetos de 100 um, espaciamiento vertical y horizontal 300 um.

2.4.2 Microfabricacion por ablacion laser

El segundo molde se obtuvo sobre un portaobjetos de polimetilmetacrilato (PMMA), el cual fue grabado
mediante la técnica de microfabricacion laser (previamente desarrollada dentro del Laboratorio de
Micro y Nanotecnologia, Facultad de Ciencias, UNAM) que esta basada en el uso de la OPU (Optical
Pick-up Unit) de un sistema comercial de reproduccion y grabacion de CD/DVD; la cual se encuentra
sobre una plataforma que controla el movimiento en XYZ y por lo tanto la posicion del punto focal del
haz laser. Cabe resaltar que es una técnica mucho més barata de microfabricacion en comparacion con
la fotolitografia.

Para los moldes fabricados en PMMA, s6lo se grabaron los disefios que corresponden a los paneles B
y C de la figura 18. La caracterizacion de los moldes se realiz6 mediante andlisis por perfilometria con
un equipo KLA Tencor D600 para verificar la integridad estructural y geometria de las microestructuras

antes de replicarlas en PDMS.

2.5 Obtencion de estampas elastoméricas por réplica-molde

Para la obtencion de las estampas se utilizo el proceso molde-réplica previamente descrito (capitulo

1.2.1.2), antes de obtener las réplicas de las microestructuras fabricadas por fotolitografia, se requirio
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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 silanizacion
se llevé a cabo mediante deposicion quimica de vapor del organosilano, la oblea se colocd en un
recipiente hermético junto con un vaso de precipitados pequefio con 1 mL del reactivo
diclorodimetilsilano (Sigma-Aldrich, No catadlogo 440272-100 mL) durante 2 horas.

Es importante trabajar este reactivo siempre en una campana de extraccion y tomando todas las
precauciones de seguridad ya que es altamente corrosivo y dafiino a la salud.

Las estampas fueron fabricadas utilizando PDMS Sylgard 184 en proporcion 10:1 del elastomero y el
agente curante respectivamente, el procedimiento de preparaciéon fue el mismo que se indicé en la
seccion 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 curd en el horno a 60 °C durante 48 horas. Una vez curado, la estampa se desprendié del

molde y se cortd con un bisturi para eliminar el excedente del polimero.

2.6 Impresién por microcontacto

Para realizar esta técnica de litografia suave descrita en el capitulo 1.2.1.2 (figura 4), las estampas de
PDMS se limpiaron sonicandolas sumergidas en etanol durante 15 minutos en un bafio ultrasénico y se
secaron con aire comprimido.

Con una micropipeta se colocaron 60 uL de colagena tipo | proveniente de cola de rata (BD Biosciences)
sobre el relieve de la estampa y se extendi6 la gota con la punta de la micropipeta. Se utilizaron dos
concentraciones de colagena dependiendo de las células que serian cultivadas sobre cada sustrato: 0.1
mg/mL para linea celular y 1 mg/mL para células primarias, la dilucion del stock de colagena se realizo
utilizando &cido acético 20 mM. La proteina se incubd durante 15 minutos, después del tiempo de
incubacion se aspird con la micropipeta y finalmente se secd cuidadosamente con aire comprimido.

El procedimiento de impresion por microcontacto se realizd 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 coloco sobre el sustrato correspondiente y con unas pinzas se hizo presion sobre la zona
del relieve para garantizar un contacto homogéneo. Se coloc6 una pesa de 20 g sobre el sello, teniendo
un tiempo total de contacto de 5 minutos. Posteriormente la estampa se retird con las pinzas empezando
de uno de los extremos y se reviso el sello en el microscopio (Nikon, Eclipse Ci-L) en modalidad campo
0Sscuro.

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 fabricacion de plataformas con micropatrones de coldgena tipo | generados por impresion

por microcontacto.

A manera de resumen, la figura 19 muestra el proceso de obtencién de los sustratos con micropatrones
de colagena tipo | para sembrar hepatocitos. Se utilizaron sustratos de PDMS suave Y rigido (figura 19
a-1), se sometieron a una modificacion quimica de superficie por silanizacién 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 proteina (figura
19 a-4).

Por otro lado, los moldes se fabricaron utilizando portaobjetos de acrilico recubiertos con nanocarbono
en polvo, grabando las estructuras deseadas con la maquina de ablaciéon laser (figura 19 b-1); mediante
la técnica de réplica molde (ver figura 3), se obtuvieron las estampas de PDMS rigido (figura 19 b-2),
estas estampas se incubaron con la solucion de colagena tipo | (figura 19 b-3). La estampa con la

proteina se puso en contacto con la superficie de los sustratos como se describid en la seccion 2.6 (figura
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19 ¢) y se obtuvieron los micropatrones de colagena sobre los sustratos (figura 19 d). Estos fueron
esterilizados mediante radiacién UV para realizar el cultivo de hepatocitos (figura 19 €) como se indica

en la siguiente seccidn.

2.7 Aislamiento de hepatocitos y cultivo celular

Para este trabajo, se utilizaron hepatocitos primarios de rata y células de la linea HepG2
(hepatocarcinoma humano).

La linea 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 higados de ratas de la cepa Wistar, machos de
aproximadamente 200 a 250 g de peso proporcionados por el bioterio del Instituto de Fisiologia 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 experimentacion en
animales.

Las ratas fueron anestesiadas con cloroformo, se realizé una laparotomia y se conect6 una canula en la
vena porta para perfundir el higado con solucion amortiguadora Krebs-Ringer-NaHCO; (KRB) sin
calcio (CaCly). Esta solucién se hizo pasar durante 5 minutos para lavar la sangre del higado y
posteriormente se cambid a una solucion de la enzima colagenasa tipo IV (Worthington) en KRB con
calcio para digerir la matriz extracelular del higado recirculandola durante 20 minutos.

Una vez digerido, el higado se coloc6 en una caja Petri y se agregaron 10 mL de KRB con calcio, el
higado se disgregd con la punta de una pipeta y posteriormente las células se filtraron con una tela de
tul para vertirlas en un tubo cdnico de 50 mL. Los hepatocitos se separaron por centrifugacion a 400
rpm durante 2 minutos, éstos quedan en un botén al fondo del tubo el cual se lavo 3 veces con KRB con
calcio. Finalmente, las células se resuspendieron en KRB con calcio y se verificé la viabilidad mediante
tincion con azul de tripano (dilucion 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 cambid

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

2.8 Ensayos de viabilidad y proliferacion

Las células HepG2 y los hepatocitos primarios fueron sembrados a baja densidad (25 x 10° células/cm?)
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 uM y yoduro de propidio (PI) (Sigma Aldrich) 5 uM durante 30 minutos en medio
fresco a 37 °C.

Las células vivas y muertas fueron visualizadas mediante un microscopio de epifluorescencia Olympus
IX71y se obtuvieron micrografias de las mismas. El analisis y procesamiento de las imagenes se realizo

con el software libre ImageJ.

2.9 Ensayos de inmunofluorescencia

° Validacién del método para la creacion de patrones de coldgena sobre PDMS

Para verificar la adecuada transferencia de colagena | mediante impresion por microcontacto en los
diferentes sustratos, se realizd una inmunofluorescencia incubando los sustratos con anticuerpo
primario Anti-collagen type 1 (Santa Cruz Biotechnology) dilucién 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 Albumina y HNF4-a

Ambos tipos celulares fueron sembrados en cubreobjetos redondos estériles de vidrio o recubiertos con
PDMS suave o rigido y cultivados durante 4 y 48 horas para la linea HepG2 y 24 horas para los
hepatocitos primarios.

La evaluacion de los marcadores albumina y HNF4-a (Factor Nuclear de Hepatocitos 4a) fue exclusiva
de los hepatocitos primarios sembrados sobre patrones de colagena | 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 incub&ndolas durante 15 minutos con una solucion de paraformaldehido al 4% en
PBS a 37 °C. La permeabilizacion se realizd con Triton X-100 al 0.1% en PBS por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se incub6 con la solucion de bloqueo (10% de suero de caballo en PBS 1X) por
1 hora a temperatura ambiente.

Los anticuerpos primarios se trabajaron diluyendo con solucion de bloqueo 1:100 para albumina y
HNF4-a (ambos hechos en cabra).

Se realiz6 la incubacion 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 solucién de blogueo por 1 hora a temperatura ambiente
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en agitacion. Los cubreobjetos se lavaron 3 veces por 5 minutos en PBS 1X y se di6 un lavado con 1

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

° Marcaje del citoesgueleto 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 tifid utilizando faloidina acoplada a Alexa 594 (Molecular Probes, ThermoFisher) en
una dilucién 1:40 en metanol.

Adicionalmente, se estudié la dinamica del citoesqueleto de actina mediante células HepG2
transfectadas con Life Act acoplado a la proteina fluorescente mTurquoise2. La transfeccion se realizo
con 5 g del plasmido pLifeAct-mTurquioise2 y 5 pg de lipofectamina® 2000 (Invitrogen); el plasmido
No. 36201 fue obtenido de Addagene. La seleccion de células estables se realizé a las 48 horas
postransfeccion utilizando el antibiético Geneticin®de GIBCO (900 ug/mL).

° Montaje de las muestras y microscopia de fluorescencia

Las imagenes para la validacion del método para la creacién de patrones de coladgena sobre PDMS
fueron adquiridas utilizando un microscopio de epifluorescencia Olympus 1X71. No se realiz6 ningln
montaje.

Las muestras correspondientes al estudio de los marcadores alblmina y HNF4-a, se montaron en
portaobjetos de vidrio de 24x50 mm ya sea utilizando 10 pL de medio de montaje Vectashield (Vector
Laboratories) con DAPI o realizando la tincidn de los nacleos con DAPI (Invitrogen) utilizando una
dilucién 1:200 en PBS por 10 minutos y posteriormente montando las muestras con 50 pL de Mowiol
(Calbiochem) a temperatura ambiente.

Para la adquisicion de las imagenes se emplearon microscopios confocales Zeiss LSM 800 Airyscan
(Albaminay HNF4-a) y Leica TCS SP8 (LifeAct y Actina). El andlisis y procesamiento de las imagenes

se realiz6 con el software libre ImageJ.

° Western Blot

Para analizar los niveles de expresion de proteinas marcadoras de fenotipo y funcion en hepatocitos y
HepG2, se obtuvieron lisados de hepatocitos frescos y de cultivo por 24 horas y 7 dias y lisados de
celulas HepG2 cultivadas por 24 horas, incubando durante una hora a 4 °C con solucion RIPA (50 mM
Tris-HCI (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 cuantificé la concentracion de proteinas 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 pg de proteina de cada uno de los
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lisados para realizar la electroforesis. Las proteinas analizadas fueron transferidas a una membrana de
PVDF, se incubd en solucion de blogueo (leche en polvo sin grasa al 5% en TBST (20 mM de Tris-HCI
pH 7.6, 137 mM de NaCl mas 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 Dilucion utilizada
Monoclonal Anti-Vimentin V-6630, Sigma 1a1,000
Anti-mouse
Albumina (P-20) Sc-46293, Santa Cruz 1a1,000
Anti-goat Biotechnology
Citoqueratina 18 Sc-6259, Santa Cruz 1a1,000
Anti-mouse Biotechnology
HNF-4-a Sc-6556, Santa Cruz 1a1,000
Anti-goat Biotechnology
Alfa-fetoproteina (AFP) Sc-8108, Santa Cruz 1a1,000
Anti-goat Biotechnology

Se realizd la incubacién durante toda la noche con los anticuerpos primarios arriba mencionados en
agitacion suave a 4 °C. Posteriormente, se retir6 el anticuerpo y se realizaron 3 lavados de la membrana
con buffer TBST por 5 minutos. La incubacion con el anticuerpo secundario se realiz6 a una dilucion
de 1:20,000 preparada en una solucion de TBST - leche sin grasas al 5%. La membrana se lavd 3 veces
con TBST por 5 minutos. La reaccion de quimioluminiscencia se realizé con los reactivos de Immobilon

(Millipore). La deteccién de la sefial se realizé en peliculas fotosensibles al azul (Kodak).

2.10 Andlisis estadistico

Se realizé la prueba estadistica tipo t de Student para calcular la significancia estadistica. El valor p <

0.05 fue considerado como significativo.
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CAPIiTULO

RESULTADOSYDISCUSION

En este capitulo se describen los resultados obtenidos de la metodologia antes mencionados y cada

resultado se discute de forma inmediata.

3.1 Caracterizacion de los moldes

A continuacion, se muestran los resultados de la perfilometria (figura 20) obtenida para los moldes
fabricados mediante fotolitografia en una oblea de silicio y mediante ablacién laser en portaobjetos de
acrilico. En ambos casos corresponden al disefio de lineas llamado L-40 (figura 18 ¢) ya que son los

Unicos en los que se pudo realizar un barrido completo con el perfilometro.
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Figura 20. Caracterizacién por perfilometria de algunas lineas de los moldes de lineas obtenidos por A:
fotolitografia y B: ablacion laser
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500 pm

Figura 21. Fotomicrografias de las réplicas en PDMS 184 de los diferentes moldes, A: molde de acrilico, B, Cy
D: molde en oblea de silicio/SU-8.

Realizando el andlisis por microscopia Optica de las réplicas en PDMS de los diferentes moldes, se
observa que la réplica obtenida del molde de acrilico (figura 21-A) tiene una superficie mas rugosa que
en las réplicas del molde de silicio (figuras 21 B-D). Las estructuras pequefias de circulos de 100 um
de diametro y los tridngulos 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 hepatica, la estructura elegida para
realizar el microcontact printing fueron las lineas ya que realizando el cultivo sobre estas lineas con
proteina se podria 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 disefios geométricos
con mayor complejidad para buscar mimetizar otro tipo de microarquitectura relevante en el estudio de
otros organos, los cuales pueden ser grabados en acrilico con el equipo de ablacion laser que se tiene
en el LaNSBioDyT.

3.2 Caracterizacion de la superficie de los sustratos quimicamente modificados

En los sustratos de PDMS suave se observd un fendmeno interesante debido a los diferentes
tratamientos de superficie. Después de incubarlos con APTES e inspeccionarlos mediante microscopia
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Optica, 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 rigido (sylgard 184) se analiza por microscopia Optica las grietas son practicamente
imperceptibles, y sélo fueron visualizadas cuando se obtuvieron micrografias mediante Microscopia
Electrénica de Barrido (JCM-6000 Plus, JEOL) utilizando electrones secundarios. La figura 23 muestra
que también sobre en el PDMS rigido se observa el fendmeno de la formacion de grietas en la superficie
después del tratamiento de modificacion quimica de superficie.

Figura 22. Fotomicrografias de microscopia Optica 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 organizacion geométrica sin un patron

aparentemente “ordenado”.
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Figura 23. Fotomicrografia de Microscopia Electronica de Barrido, grietas formadas sobre PDMS 184 después

de ser tratado con APTES

La modificacion de la topografia de los polimeros a escala micrométrica y submicrométrica tiene una
implicacién directa en diferentes areas cientificas y tecnoldgicas. Por ejemplo, en ingenieria de tejidos
es posible controlar ciertos aspectos del comportamiento celular mediante la alteracion de la topografia
de la superficie [130]. Otras aplicaciones potenciales incluyen rejillas de difraccion Gptica, biosensores
y dispositivos para aplicaciones biol6gicas. Yesildag y colaboradores [131] publicaron en mayo de
2017 un método para realizar una técnica similar a la impresién por microcontacto para estampar
nanoparticulas de oro con resolucién nanométrica a partir de estampas de PDMS con nano-arrugas.

En trabajos posteriores sera interesante explorar a profundidad los posibles beneficios que pueden

obtenerse de esta microestructuracion asi como estandarizar algin método para controlar su formacion.

3.2.1 Caracterizacion del angulo de contacto

A continuacién se muestran las imagenes de gotas de agua sobre las diferentes superficies y los valores
de los &ngulos medidos en el equipo DSA 100 (figura 24).
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Figura 24. Angulos 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 concentracion baja de silano
tiene un efecto de reducir ligeramente el angulo de contacto, sin embargo, al aumentarlo predominan
las arrugas formadas en el polimero lo que modifica el area de contacto de la gota con la superficie y
vuelve a incrementar el angulo de contacto.

En el caso del PDMS 527 la tendencia a la formacién de arrugas se observa desde concentraciones
bajas, lo que predomina sobre el efecto que se esperaba del tratamiento con el silano que disminuiria

progresivamente los angulos de contacto al aumentar la concentracion.

3.2.2 Caracterizacion de la topografia

El analisis por Microscopia de Fuerza Atdmica permitio realizar la caracterizacion de la topografia de
la superficie dependiendo de los diferentes tratamientos de modificacion quimica de superficie.

La figura 25 muestra los resultados de mediciones realizadas sélamente en sustratos de PDMS 184
(rigido). Por cuestiones técnicas no es posible reportar la topografia de los sustratos de PDMS 527

(suave) ya que este polimero es un gel y la punta del microscopio se queda adherida al material.
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Figura 25. Andlisis por Microscopia de Fuerza Atomica de las superficies de sustratos de PDMS 184 con

diferentes tratamientos de funcionalizacion.
El andlisis muestra que el incremento en la concentraciéon de silano modifica la topografia de la
superficie haciéndola méas rugosa. Junto con las arrugas que fueron observadas en el material, estos
cambios en la superficie pueden ser considerados como explicacion de la tendencia observada en las
mediciones de angulos de contacto, los cuales incrementan al aumentar la concentracion de silano
indicando un aumento en la hidrofobicidad. Sin embargo, como se vera mas adelante esto no fue un
impedimento para lograr la adhesion de las células ya que el tratamiento de superficie permite retener

la proteina.

3.2.3 Caracterizacion por espectroscopia fotoelectronica de rayos X

Se realizo6 la caracterizacion de los sustratos por espectroscopia fotoelectronica de rayos X con la
finalidad de analizar el tipo de &omos presentes en la superficie de los diferentes sustratos. Los

espectros obtenidos son los siguientes:
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Figura 26. Analisis por Espectroscopia Fotoelectrdnica de Rayos X de sustratos de PDMS 184 y 527 con

diferentes tratamientos de funcionalizacion.

El ensayo mostr6 que solo en los sustratos tratados con APTES al 99% es posible detectar la sefial
correspondiente al orbital 1s del nitrogeno, debido a la presencia del grupo funcional amino (-NH.).

3.3 Caracterizacion del microestampado con colagena tipo |

Para poder comprobar la transferencia de patrones de colagena sobre la superficie del PDMS se realizd
una inmunofluorescencia como se menciond en la seccion 2.9 de la metodologia. La figura 27 muestra
que el anticuerpo se encuentra justo en las lineas observadas en la micrografia de microscopia Optica

(izquierda) de un sello de proteina depositado sobre un sustrato de PDMS 527.

AX77, AR

Figura 27. Micropatrones de Colagena | depositados sobre PDMS suave: objetivo 4X (izquierda), Micrografia

de inmunofluorescencia con anti-Colagena | Barras de escala 200 pm
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3.4 Viabilidad y proliferacion celular

Después de haber sido cultivadas en micropatrones de colagena | por 4 y 48 horas, se observo que las
células HepG2 mantuvieron una buena adhesion celular al sustrato sélo en las regiones en las que se
encontraba la proteina. Las células quedaron confinadas en estas lineas 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 metabdlicas en comparacion con el cultivo a baja confluencia
[132].

El ensayo de viabilidad y muerte con calceina AM y yoduro de propidio mostré que las células
sembradas con los sustratos de PDMS modificados quimicamente se mantuvieron en su mayoria vivas

como se puede observar en las gréaficas de la figura 28 paneles By C.

Realizando la comparacién estadistica mediante la prueba de t de Student entre los diferentes grupos de
sustratos (vidrio, PDMS suave y PDMS rigido) se observaron diferencias significativas en la
proliferacién celular entre los sustratos vidrio y PDMS rigido en relacion al PDMS suave, habiendo una
menor proliferacién en este Gltimo. Esto correlaciona con que el PDMS suave tiene una rigidez mas
cercana al tejido hepatico que en los otros dos grupos de sustratos y en condiciones in vivo las células
parenquimales hepéticas no son células proliferativas, por lo que se puede considerar al sustrato de
PDMS suave como el mas cercano a las caracteristicas biomiméticas que se buscan para la plataforma

en cuestiéon mecéanica.

Como prueba para estudiar el fenotipo en cada uno de los sustratos probados, se estudi6 la expresion de
HNF4a. Este factor transcripcional es considerado un marcador asociado a un fenotipo epitelial como
el de los hepatocitos. En la linea celular HepG2 se espera que se encuentre expresado cuando éstas
poseen un fenotipo adulto, lo cual se confirma en las micrografias que se presentan en la figura 28. D
en todos los sustratos utilizados, por lo que ni la rigidez del material ni el proceso quimico de

modificacion de superficie tienen un efecto negativo en esta caracteristica particular del fenotipo.
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Figura 28. Alta adhesion, viabilidad y proliferacion de células HepG2 confinadas en sustratos de PDMS suave y
rigido tratados con APTES/GA con patrones de lineas de Col I. A: Adhesion, viabilidad y proliferacion en
células HepG2, evaluadas con el ensayo de Calceina AM/PI (células vivas en verde, muertas en rojo), barra de
escala = 200 um. B-C: Células vivas y muertas presentadas como porcentaje de nimero de células basado en el
area ocupada de células tefiidas con calceina (células vivas/barras verdes) y yoduro de propidio (células
muertas/barras rojas). *p < 0.0318 (suave vs rigido, células vivas), *p < 0.0201 (suave vs vidrio, células vivas) y
ns = no significativo (rigido vs vidrio y en todas las condiciones de células muertas). D: Imagenes de
epifluorescencia en células HepG2 mostrando el marcador HNF4 con localizacion nuclear. Ndcleos tefiidos con
DAPI. Barra de escala = 50 pum.

3.5 Organizacion del citoesqueleto de actina

Se conoce que el citoesqueleto de actina presenta una reorganizacion 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 organizacion del citoesqueleto en células HepG2 fue estudiada mediante dos
aproximaciones: la primera fue mediante la transfeccion de las células con LifeAct que permite realizar
un seguimiento in vivo mediante fluorescencia de la dindmica 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 organizacion de estos filamentos mediante microscopia

confocal.
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La figura 29 A muestra de manera cualitativa la comparacion de la marca del citoesqueleto de actina en
células HepG2 sembradas en sustratos de PDMS suave y rigido quimicamente modificados, en ambos
casos las células fueron confinadas en los patrones de lineas de colagena 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 rigido se observa una mayor localizacion hacia el centro de la célula. Algunos
autores como Ong y colaboradores [133] reportan que la localizacion cortical de la actina es indicativo
de una morfologia que corresponde a la que se encontraria 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 imagenes mediante Matlab para
poder determinar el contraste de fluorescencia y el ancho del anillo de actina de las células en sustratos
de PDMS rigido y suave en zonas donde habia contactos célula - célula y en zonas donde las células
estaban aisladas. El resultado se muestra en la figura 29 B, se realiz6 una comparacion estadistica
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 estadisticamente
diferentes entre si, 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. Localizacion de actina en células HepG2 confinadas en patrones de lineas de Col | sobre sustratos de
PDMS rigido y suave con superficie quimicamente modificada. A: Tincién de los filamentos de actina mediante
faloidina acoplada a Alexa 594. Las imagenes de microscopia diferencial de contraste de interferencia (DIC) y
microscopia confocal fueron tomadas a las 48 horas de cultivo. Barra de escala = 50 um. B: Niveles relativos de
F-actina medidos como contraste de fluorescencia (a.u. = unidades arbitrarias) y como ancho de anillo de actina
(um), *p < 0.021 (célula - célula, contraste) y ** p < 0.008 (célula- célula, ancho). C: Tincion de F-actina con
faloidina acoplada a Alexa 594 (rojo) en células transfectadas con LifeAct-mTurquoise2 (cian). Barra de escala
=30 pm.

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 linea celular HepG2 para analizar la organizacion de estas células segun la rigidez del

sustrato y el confinamiento en patrones de proteina.

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 micrografias permiten ver que después de 24
horas de cultivo, las células presentan una alta viabilidad en ambos sustratos ya que en su mayoria se
encuentran tefiidas en verde por la incorporacion de Calceina. Ademas, las células presentan una

adhesion selectiva a las regiones en donde se encuentran los patrones de coldgena sin realizar ningln
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tratamiento adicional para bloguear la superficie, lo cual abre la posibilidad de realizar co-cultivos con
fibroblastos para promover interacciones heterotipicas y mejorar asi el modelo propuesto,
incrementando sus caracteristicas biomiméticas en un trabajo futuro. Se ha estudiado que la interaccion

con fibroblastos promueve el incremento de funciones hepaticas especificas en hepatocitos [134].
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Figura 30. Confinamiento de hepatocitos primarios de rata cultivados sobre micropatrones de Colagena |
obtenidos por impresién por microcontacto en sustratos de PDMS rigido y suave quimicamente modificados con
APTES/GA. A: Evaluacion de la viabilidad de los hepatocitos con el método de Calceina AM/PI (células vivas
en verde, muertas en rojo). Las imagenes de microscopia diferencial de contraste de interferencia (DIC) y
microscopia confocal fueron tomadas a las 24 horas de cultivo. Barra de escala = 100 um. B: Ensayo de
inmunofluorescencia que muestra la expresion de albimina (citosol) y HNF4-a como marcadores hepaticos
especificos después de 24 horas de cultivo. Nicleos tefiidos con DAPI. Barra de escala = 20 um. C: Iméagenes de
microscopia confocal de hepatocitos primarios de rata cultivados sobre PDMS suave y rigido tratado con
APTES/GA y recubierto totalmente con Colégena | mostrando expresion de albimina (citosol) y HNF4-a como
marcadores hepaticos especificos después de 24 horas de cultivo. Ndcleos tefiidos con DAPI. Barra de escala =
20 um

Los paneles B y C de la figura 30 corresponden al analisis por microscopia confocal de hepatocitos
primarios sembrados en sustratos con patrones de proteina (panel B) y sembrados en sustratos con toda
la superficie recubierta de colagena (panel C), en ambos casos se muestran los marcadores albimina y
HNF4 expresados en el citosol y ndcleo respectivamente. El estudio de la expresion de la proteina

albumina es de interés ya que es utilizada como un marcador de diferenciacion 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 quimicamente se observo una tincién uniforme de albumina intracelular.

La presencia de la proteina HNF4 ha sido correlacionada con la expresion de un fenotipo hepético in
vitro y la deficiencia de ésta tiene como consecuencia la disminucién o supresidn de la expresion ciertos

genes caracteristicos 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 dias (figura 31),
muestra la expresion de ciertas proteinas que son consideradas marcadores de fenotipo y funcionalidad
hepatica. Se analiz6 la expresion de Vimentina la cual es una proteina caracteristica de una transicion
epitelio - mesénquima y en la cual se observa un incremento considerable a los 7 dias de cultivo,
indicativo de que las células hepéticas han iniciado una transdiferenciacion hacia un fenotipo de células
tipo miofibroblastos, Albumina es un marcador de funcionalidad ya que es producida por los
hepatocitos, puede observarse una expresion cualitativamente mayor en las células primarias frescas y
de 24 horas de cultivo que en la linea celular HepG2 , Citoqueratina 18 como marcador de fenotipo
epitelial hepatico no se encuentra expresado en los hepatocitos de cultivo primario pero si en la linea
HepG2, HNF4-a que ya fue mencionada anteriormente como marcador especifico de fenotipo hepatico
adulto se encuentra presente en todas las condiciones excepto en hepatocitos cultivados durante 7 dias
gue ya han sufrido transdiferenciacion y alfa fetoproteina que es un marcador de hepatocitos inmaduros
se encuentra expresada con menor intensidad que HNF4 en todas las condiciones menos en hepatocitos

de 7 dias de cultivo por las razones mencionadas.
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Figura 31. Niveles de expresién de proteinas marcadoras de fenotipo y funcion en Hepatocitos y HepG2. Se
analizaron extractos totales de Hepatocitos frescos, Hepatocitos cultivados por 24h y 7 dias, asi 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 proteina). Se indican los

pesos moleculares de cada proteina en KDa.
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En estudios posteriores sera interesante realizar un seguimiento en un mayor nimero de dias de cultivo
de manera gque pueda observarse si mediante mecanotransduccion (rigidez) e interacciones célula-célula
(confinamiento) en los sustratos propuestos pueden mantener 0 modular estas caracteristicas de fenotipo

hepatico.
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CAPITULO

CONCLUSIONESYPERSPECTIVAS

Se realizé el estudio de la modificacion quimica de superficie del polimero polidimetilsiloxano con la
que se mejora las propiedades de este material y asi favorecer su uso en el cultivo de células hepaticas.
Se observé que en el PDMS 527 (suave) se puede ademas, tener una modificacion en la topografia de
la superficie obteniendo grietas que son modulables de acuerdo al método utilizado para funcionalizar
la superficie y la concentracion utilizada del organosilano APTES. Hasta este momento se desconoce
el efecto que esta microestructuracion puede tener en la respuesta celular pero sera interesante estudiarla
utilizando para ello la linea celular hepatica C9 (linea celular de hepatocito de rata), la cual no requiere
de colagena o proteinas de matriz extracelular para poder formar puntos de adhesion sobre el PDMS y
da la posibilidad de analizar cambios en su morfologia que puedan deberse s6lo a cambios en la

topografia del sustrato en el que se cultiven.

Se present6 también un método casero para la fabricacién de estampas microestructuradas de PDMS
para su uso en la técnica de litografia suave de impresion por microcontacto, mostrando su eficiencia
para tener un control geométrico sobre la transferencia de colagena tipo |, una proteina que forma parte
de la matriz extracelular hepética y que es necesaria para que las células puedan mantener una adecuada
interaccién célula-sustrato mediante puntos de adhesion. En estudios posteriores se tiene previsto el
aislamiento de matriz extracelular de tejido hepético de rata mediante la descelularizacién del 6rgano,
procesarla para tener este conjunto de proteinas en solucién y poder realizar el procedimiento de
estampado mediante impresion por microcontacto sobre superficies de PDMS quimicamente
modificado o incluso hidrogeles que permiten disminuir ain mas la rigidez del material y mejorar el
biomimetismo de las propiedades mecanicas de diversos tejidos. Se piensa que el uso de esta matriz
extracelular especifica de las células hepaticas en los sustratos de cultivo permitira establecer una mejor
interaccion célula-sustrato, ademas de que dentro de esta matriz se encuentran moléculas de
sefializacion que pueden favorecen el estado diferenciado de las células de cultivo primario por tiempos

mas prolongados.
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En cuanto a los hepatocitos primarios de rata, se estudié por primera vez la influencia de micropatrones
de proteinas de matriz extracelular sobre PDMS, lo cual es una caracteristica Gtil 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 hepatica sobre PDMS suave y rigido. Esto es muy
importante para controlar el fenotipo de hepatocitos modulando la organizacion del citoesqueleto de
actina no s6lo mediante control de la rigidez del sustrato. Sin embargo, se requieren mas 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 ablacion laser presentada en este trabajo, es posible la
fabricacion de estas estampas microestructuradas en una gran variedad de geometrias y dimension de
patrones con los que se puede realizar impresion 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 disposicién espacial mas 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 hepético y la modulacion de la funcionalidad, dependen de
diversas sefiales del microambiente como son las interacciones intercelulares y célula - matriz. Esto se
estudiard posteriormente ampliando el tiempo de monitoreo de la morfologia y funcionalidad de

hepatocitos primarios a 7 dias o mas de ser posible.

El control espacial de la adhesion celular tiene interesantes aplicaciones, por ejemplo es fundamental
para el desarrollo de estudios de interaccion célula - célula. La posibilidad de generar patrones para
adhesion celular sobre superficies planas o canales microfluidicos es importante para poder localizar
células en regiones cercanas a microdetectores dentro de dispositivos para biosensores basados en

células.

Ademas de lo mencionado anteriormente, esta técnica es de bajo costo lo cual permite que la fabricacion
de los moldes para impresion por microcontacto sea mas accesible en comparacion con los moldes
obtenidos mediante fotolitografia que requiere de materiales y equipos de alto costo ademas de

formacion especializada para realizar el procedimiento.
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Abstract

We present the rapid-prototyping of type | collagen micropatterns on poly-dimethylsiloxane substrates for the biomimetic
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with a hepatic cord geometry in order to validate our technique. HepG2 cells also proliferated on the stamps. Soft and
stiff poly-dimethylsiloxane layers were also tested to demonstrate that our cost-effective process is compatible with
biomimetic organ-on-chip technology integrating tunable stiffness with a potential application to drug testing probes
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Indeed, in addition to well-studied molecular signal-
ling, more recent considerations of how superficial
mechanics, fluid dynamics and static three-dimensional
(3D) microfeatures of host substrates are perceived by the
cells have shown that the culture microenvironment has a
direct correlation with phenotypic cues that are important
to preserve when developing organ-on-chip devices or cell
culture platforms for testing probes of drug metabolism or
cytotoxicity for instance. The adhesion and viability of
cells,? response to external stimuli,** metabolism,” growth®
and fate’ are some of the most critical examples of traits
that are deeply affected by environmental parameters that
need to and can be controlled by technology to progress in
the development of biomimetic devices. One particular
drawback of traditional static Petri dish culture is that it
has a tendency to induce relatively rapid cell transdifferen-
tiation of cells in primary culture that in turn limits its use
in long-term studies as the cells evolve and diverge from
their natural phenotype which is under study.®

One of the preferred materials to fabricate biomimetic
cell culture platforms for studies of cell physiology and
mechanobiology is poly-dimethylsiloxane (PDMS). Some
of its well-known advantages for cell studies are its optical
transparency, tunable mechanical properties,”!® gas perme-
ability, flexibility and non-toxicity when polymerisation is
complete.!! Thanks to its ease of use in microfabrication,
and it is also an excellent candidate for cell culture inside
microstructured lab-on-chip and organ-on-chip plat-
forms.!>!* However, this silicone is a hydrophobic material
and this represents a challenge for its application in long-
term cell culture due to a poor cell adhesion leading to
detachment or transdifferentiation.'® This lack of affinity
for cells such as HepG2 hepatic cells (human hepatocellu-
lar carcinoma) is a limiting factor for PDMS as it affects the
growth and organised confluence of the cells required for
the obtention of the desired phenotype, for example, for the
formation of organoids or drug testing platforms.'* In this
case, the organisation and polarisation of cells in PDMS
biomimetic microstructures is impossible without an adhe-
sion promoter such as a protein present in the native sur-
roundings of the cells (extracellular matrix) in vivo. Many
efforts have thus been made in order to achieve a stable
PDMS hydrophilic surface to improve cell adhesion. For
example, a method in which PDMS is functionalised with
aminosilane 3-aminopropyl triethoxysilane (APTES) and
then crosslinked with glutaraldehyde (GA) has been
reported,'® showing a reduction in contact angle with water
characteristic of a hydrophilic surface (--70°). Furthermore,
this method allows to covalently immobilise extracellular
matrix proteins, stabilising them for a longer period of time
and thus enhancing biomimetic design.

In addition to adhesion promoter and in order to allow
for cell patterning on a chip, the protein coating has to be
transferred in the form of a micropattern, as a means to
guarantee a better-controlled arrangement of confluent

regions where cells organise themselves.!” One of the most
common techniques to achieve a simple, rapid and cost-
effective biomimetic cell patterning is microcontact print-
ing (uCP), useful for transferring structured protein
features from a microstructured stamp onto a host sub-
strate.'® Although the feasibility of nCP on PDMS has
been proven in previous reports,'®-?! the obtention of the
micropatterned stamps is not an easy task as it typically
requires costly multi-step photolithographic methods, and
the host substrates usually require preliminary chemical
treatment, hence preventing the wide integration of pCP
patterns in polymeric lab-on-chip devices. Moreover,
PDMS is not a very suitable material to undergo microcon-
tact printing of extracellular matrix due to its high hydro-
phobicity. Although a recent work has demonstrated the
use of fibronectin and laminin on this particular polymer
for nerve and muscle cells,?? we have been unable to repro-
duce a complete, stable transfer of the most common
extracellular matrix, type I collagen (COL T), on PDMS
using this procedure without further treatment of the sur-
face as COL I structure is more complex and hence less
stable on PDMS for such applications.

In this work, we present a cost-effective technique to
print stable, resistant micropatterns of COL I on PDMS
previously treated with APTES-GA. After employing a
low-cost, custom-made laser setup to fabricate micro-
structured poly-methyl methacrylate (PMMA) mould
with the desired patterns in a single-step fashion,” rigid
PDMS stamps were fabricated by soft lithography and
then inked with COL I before transferring the patterns
onto PDMS substrates treated with APTES-GA adapting
previously reported procedures'®?* to our process. Our
technique offers the possibility to design and fabricate
protein patterns on PDMS chips that can resemble the
organisation of cells in an in vivo environment and are
casily infegrable in lab-on-chip and organ-on-chip plat-
forms. Human hepatoma HepG2 cell line was selected to
validate our process as such cells do not adhere on PDMS
without COL 1.%° Indeed, another important characteristic
to pursue when biomimicry is sought to maintain a cer-
tain phenotype when cultured is a local planar?® or 3D
organisation of the cells that ensures conditions similar to
that of the desired tissue source. It is of particular impor-
tance for naturally polarised cells, such as epithelia, sub-
ject to an epithelial-mesenchymal transition when
cultured in a foreign environment, as it occurs with
hepatocytes.”” So far, hepatic spheroids have been used
as 3D culture model for drug testing and toxicity stud-
ies.2® However, there are several disadvantages in sphe-
roid cultures such as oxygen gradients within the
aggregates, the absence of vascularisation, uniformity in
cell proliferation and lack of acquisition of any biomi-
metic environment.”” Nakao and collaborators demon-
strated that by confining primary hepatocytes in a thin
linear space, they are arranged naturally in rows of one or
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two neighbouring cells similar to the hepatic cords pre-
sent in hepatic lobules. They showed that hepatocytes
present a proper organisation with a greater level of bio-
mimicry: enclosed inside a microfluidics channel allow-
ing nutrients exchange made them even capable of
producing bile canaliculi on a chip.*® Unfortunately, the
impact of cell attachment to extracellular matrix proteins
or the influence of a substrate stiffness similar to liver
tissue were not tested. The biomimetic geometry of the
micropatterns was designed to organise a line of only a
few cells alike the hepatic cord and study its impact on
the cell viability, proliferation and organisation for fur-
ther use in drug metabolism test probes, where a pheno-
type similar to that of an adult human hepatocyte is
desired. Finally, after showing that our patterned scaf-
folds are useful to guarantee a cell behaviour more appro-
priate for lab-on-chip cell studies, as the biomimetic level
increases, we report successful and very promising cell
adhesion, viability and organisation of primary rat hepat-
ocytes in an hepatic cord—type structure.

Materials and methods

PDMS host substrate preparation

As mentioned, PDMS is an ideal candidate to fabricate
biomimetic cell culture platforms. In this work, it was used
as a host substrate with a tunable stiffness for protein pat-
terns transfer to validate our process aimed at organising
biological cells on a microstructured biomimetic lab-on-
chip platform. Sylgard 527 and Sylgard 184 (Dow Corning)
were used for soft kPa-range and stiff MPa-range sub-
strates, respectively, and glass was used as control. In case
of the preparation of soft substrates, the prepolymer and
the curing agent were mixed for 5 min in a 1:1 w/w ratio.
Stiff substrates were prepared by mixing 10 parts of pre-
polymer with one part of the curing agent. Both mixtures
were degassed under vacuum for 20 min, poured on the top
of clean circular coverslips with a diameter of 18 mm and
cured for 48 h at 60°C

For protein immobilisation, PDMS substrates were
silanised with APTES (440140; Sigma-Aldrich) followed
by a treatment with GA (340855; Sigma-Aldrich), as can
be seen in Figure 1. Some modifications were made to
existing procedures'®** as detailed in the following. A
stock APTES solution was prepared by mixing 50% meth-
anol, 47.5% APTES and 2.5% deionised water. It was
stored for 1 h at 4°C. The working solution was prepared at
the moment diluting the stock solution 1:500 in methanol
(the concentration of this solution was 0.095%).

The surface of PDMS host substrates was exposed to
ultraviolet light in the presence of ozone in a UV/Ozone
ProCleaner (BioForce Nanosciences) for 15 min and then
immersed in the APTES working solution for 2 h. At the
end of incubation, the substrates were washed three times
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Figure 1. Fabrication process of micropatterned scaffolds: (a-
1) soft and stiff PDMS host substrates were used; (a-2) surface
chemical modification by silanisation with APTES; (a-3) thermal
treatment on a hotplate at | 10°C; (a-4) surface activation

with GA; (b-1) laser-etching of a PMMA slide with the desired
microstructures; (b-2) obtention of a stiff PDMS stamp by
replica moulding; (b-3) incubation of the PDMS stamp with
type | collagen; (c) microcontact printing onto the chemically
modified PDMS host substrate; (d) generation of COL |
micropatterns; and (e) culture and organisation of HepG2 cells
or primary rat hepatocytes on COL | patterns.
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with methanol and thermally baked on a hotplate at 110°C
for 30 min. The last step of the surface modification was
the immersion of the substrates in a 2.5% GA aqueous
solution for 1 h. After removing the solution, substrates
were rinsed three times with deionised water.

Micromould fabrication

The micromoulds used in this work for microcontact-
printing of collagen on PDMS were fabricated using a sim-
ple, direct laser ablation technique based on previous work
that manages to avoid costly photolithographic steps and
materials with a similar pixel resolution of 4 pm.>**! Clean
PMMA sheets were etched locally using this procedure to
fabricate 17-pm-deep design-specific features with con-
trolled width, pitch and length in a rapid-prototyping fash-
ion, following the procedure reported in Lopez-A paricio
et al.® and as shown in Figure 1(b-1). The moulds were
characterised after etching by profilometry (KLA Tencor
D600) to verify the structural integrity and geometry of the
microstructures before replicating on PDMS microstamps
(see Supplementary Data). As said, although any desired
pattern with different dimensions may be transferred using
our low-cost technique, as reported in Lopez-Aparicio
et al.,”> only straight lines imitating hepatic cords were
fabricated in this work to study how the confinement of
hepatic cells in such COL [ features promoting adhesion
on PDMS induce a phenotype that is suitable for drug test-
ing and organ-on-chip platforms.

Microcontact printing

Stamps for microcontact printing are routinely fabricated
of PDMS Sylgard 184 in a 10:1 w/w proportion of pre-
polymer and curing agent. Indeed, rigid structures are
desired for better pattern transfer of the ink in microcon-
tact printing.*>** After preparing the liquid polymer fol-
lowing the procedure used to construct the stiff substrates,
the material was poured on the micromoulds and cured at
60°C for 48 h. Such temperature did not affect or deform
the moulds and ensure a perfect replication of the features
on the stamps. The PDMS stamps were peeled from the
micromoulds and cut with a scalpel.

The stamps were placed in a UV/Ozone Procleaner for
15 min in order to oxidise its surface and increase its hydro-
philicity. Then, a COL solution (BD Biosciences) was pre-
pared at a concentration of 0.1 mg/mL for HepG2 cells and
1 mg/mL for primary rat hepatocytes, using acetic acid 20
mM to dissolve collagen. The surface of the stamp was cov-
ered with a drop of 50 pL of this solution and incubated for
10 min at room temperature (RT). After the protein solution
was aspirated, the stamps were washed three times with
phosphate-buftered saline (PBS) and air-dried.

Finally, the stamps were placed on the substrates and
pressed for 5 min with a 20 g weight. Stamps were then

rinsed three times with PBS solution and sterilised by soak-
ing in sterilised PBS and exposed to UV light for 30 min.

Characterisation of PDMS substrates

PDMS stiffness. PDMS micromechanical properties were
characterised by a Micromechanical Testing and Assem-
bly System FT-MTA-02 (FemtoTools). By indenting a 50
pm sphere into the PDMS slabs and measuring force
against indentation distance, it was possible to evaluate
Young's moduli of the substrates used in this work using
the Hertz model. Stiff PDMS presented Young's modulus
of 1-2 MPa, while soft PDMS layers showed a 12-13 kPa
modulus. The measurements were very consistent at dif-
ferent positions on each sample and from run to run; more
than five different runs were used to calculate the average
values reported here.

Characterisation ~ of  microstamps. Microstamps were
obtained by a conventional replica-moulding technique of
the microstructured acrylic moulds using Sylgard 184.
Moulds were characterised using a profilometer to meas-
ure an average depth of 17 um for the microstructures. The
stamps were characterised by optical microscopy (Figure
2) and with the same profilometry technique, confirming
the correct and accurate replication of the patterns etched
in PMMA onto the PDMS stamps. As said, Alexa594 fluo-
rescence assays were used to finally verify the transfer of
micropatterns on the substrates (Figure 2(c)).

HepG2 and rat hepatocyte primary cultures

HepG2 cell line was maintained in modified essential
medium (MEM) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) plus sodium pyruvate and antibiotics (penicillin/strep-
tomycin). Hepatocytes were isolated from livers of male
Wistar rats approximately 200-250 g of weight. Animals
were maintained on an ad libitum diet and handled according
to internal institutional guidelines and ethical agreements
(Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Autonoma de México) for animal experimentation. Rat
hepatocytes were isolated using the modified collagenase
perfusion method from Berry and Friend as previously
described in Caligaris et al.** After digestion, hepatocytes
were separated by centrifugation at 400 r/min for 2 min from
non-parenchymal cells, and viable hepatocytes were isolated
by iso-density percoll centrifugation (Amersham-GE Life
Science). Cell viability was evaluated by trypan blue exclu-
sion staining. For primary culture, hepatocytes were seeded
on coverslips coated with PDMS and treated with 1 mg/mL
rat tail collagen type | (BD Biosciences), and cells were cul-
tured for 4 h at 37°C in attachment medium supplemented
with 10% FBS and antibiotics. Then, media was changed for
feeding medium (FBS-free) and hepatocytes were cultured
for 24 h for further studies.
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(a)

PDMS STAMP

Al

Col 1 0.1 mg/mL

(b)

|

Figure 2. Details of microstructured PDMS stamps for
microcontact printing: (a) diagram of the transversal section
of a PDMS stamp showing the microstructure; (b) example
of a stamp cutted in 0.5 cm x | cm and with an array of lines
with a 80 width and with 80 pm spacing (scale = 200 pm);
and (c) micropatterns of type | collagen (COL I) deposited
onto soft PDMS surface. (Left: objective 4x micrograph
(Nomarski); right: ZOOM micrograph of anti-collagen type |
immunofluorescence (red). Scale = 200 pm.)

HepG2 cell transfection. HepG2 cell line, stably overex-
pressing mTurquoise2-coupled LifeAct, was generated by
transfecting 5 pg of LifeAct-mTurquoise2 plasmid with 10
pL of Lipofectamine® 2000 as manufacturer describes
(Invitrogen); the plasmid No. 36201 was obtained from
Addgene (Goedhart et al., 2012). After 48 h post-transfec-
tion, cells were treated with 900 pg/mL of Geneticin®
(G418) from GIBCO for stable cell selection. LifeAct-
mTurquoise2 stable expression was analysed by confocal
microscopy as previously reported.*

Fluorescence microscopy

HepG2 cells and rat hepatocytes were seeded on collagen-
treated glass or PDMS-coated coverslips in 12-well tissue
culture plates and cultured at different days as indicated.
Glass was used as a GPa-range rigid control substrate
commonly used in HepG2 culture and ideal for immuno-
fluorescence assays. Those assays were performed as
described in Vazquez-Victorio et al.’* Cells were fixed for

15 min with 4% paraformaldehyde in PBS at 37°C. Cells
were permeabilised with 0.1% Triton X-100 in PBS for 10
min at RT and blocked with bovine albumin fraction V at
1% in PBS for 30 min. F-actin was stained with Alexa
Fluor 594-coupled Phalloidin (Molecular probes,
ThermoFisher), diluted 1:40. Actin-cytoskeleton dynamics
was studied using two different approaches that stain actin
filaments: (1) Phalloidin-coupled Alexa Fluor 594 and (2)
LifeAct coupled to mTurquoise2 fluorescent protein. Cells
were seeded on collagen-treated glass or PDMS-coated
coverslips in 12-well tissue culture plates. Samples were
mounted in glass coverslips (24 x 50 mm) using either
VECTASHIELD mounting medium with 4’,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories) or staining
nuclei with DAPI at 1:200 (Invitrogen) in PBS for 10 min
and samples were mounted with Mowiol (Calbiochem) at
RT. Cells were visualised in Zeiss LSM 800 Airyscan con-
focal microscope. Leica TCS SP8 confocal microscope
and Olympus epifluorescence microscope IX71 were also
used for image acquisition. Imagel free software was used
for imaging processing and analysis. For immunofluores-
cence, samples were incubated with 10% horse serum
(HS) in PBS for 1 h at RT. Goat anti-COL 1 (1:100;
SC-59772), goat anti-HNF4-a (SC-6556; 1:100) and goat
anti-Albumin (SC-46293; 1:100) primary antibodies
(Santa Cruz Biotechnology) were incubated in 10% HS
PBS for 12 h at 4°C, and coverslips were incubated with
anti-goat secondary antibody coupled to Alexa Fluor 594
(Jackson ImmunoResearch), diluted 1:500 for 1 h at RT.
Anti-COL 1 was used to verify the proper transfer of COL
I on the different substrates. Hepatocyte Nuclear Factor
4-a (HNF4-a) and albumin were used as specific biomark-
ers of hepatic phenotype and function in rat hepatocytes.

Cell adhesion, viability and proliferation

HepG?2 cells and rat hepatocytes were seeded on colla-
gen type I (#354236; Corning) treated glass or PDMS-
coated coverslips in 12-well tissue culture plates. HepG2
cells were seeded at low density (1 x 105cells per well)
and cultured for 4 or 48 h. After culture, cells were incu-
bated with 1 uM Calcein AM (Molecular Probes, Thermo
Fisher Scientific) and 5 uM propidium iodide (PI; P4170;
Sigma) for 15 min in fresh medium at 37°C.3¢ Then, live
and dead cells were visualised by epifluorescence or
confocal microscopy, and images were processed and
analysed in ImageJ software. Likewise, rat hepatocytes
adhesion and viability were analysed after 24 h of
culture.

Western blot

Confluent cells were lysed using radioimmunoprecipita-
tion assay (RIPA) buffer (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150
mM NaCl, 1 mM cthylenediaminetetraacetic acid
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Figure 3. High adhesion, viability and proliferation of HepG2 cells confined on stiff- and soft-PDMS/APTES/GA scaffolds patterned
with COL | in lines: (a) HepG2 cell adhesion, viability and proliferation were evaluated by calcein AM/PI assay. HepG2 cells were
seeded at low density (I x 10 cells per well) on glass, stiff- and soft-PDMS/APTES scaffolds patterned by microcontact printing
with collagen type | micropatterns. Live cells were stained with calcein AM (green) and dead cells were stained with propidium
iodide (PI; red). Epifluorescence microscopy images were acquired 4 and 48 h after cell culture. Cells were visualised by differential
interference contrast microscopy (DIC). Scale bars = 200 pm; (b and ¢) Viable and dead cells were presented as cell number
percentage based on cell occupancy area for calcein (live cells/green bars) and Pl (dead cells/red bars). Data are represented as
mean + SEM (n = 6). *p < 0.0318 (soft vs stiff, viable cells), ¥ p < 0.0201 (soft vs glass, viable cells) and ns = not significant (stiff vs
glass and in every condition on dead cells). (d) HepG2 cells were seeded at low density (1 x 105 cells per well) for 24 h on glass,
stiff- and soft-PDMS/APTES scaffolds coated with 0.1 mg/mL COL I. Epifluorescence microscopy images show that HNF4-c marker
exhibited a nuclear localisation. Nuclei were stained with DAPI. Scale bars = 50 pm. (e) Expression levels of protein makers of
phenotype and function in primary hepatocytes and HepG2. Total extracts of freshly isolated hepatocytes and hepatocytes cultured
for 24 h and 7 days were analysed, as well as HepG2 cells cultured for 24 h on soft PDMS, stiff PDMS and glass. Vimentin, albumin,
AFP and HNF4 were detected by western blot. Molecular weights of each protein are indicated in kilodalton.

(EDTA), 1% Nonidet-P40, 0.5% sodium deoxycholate
and 0.1% sodium, dodecyl sulphate (SDS)) plus protease
and phosphatase inhibitors and incubated 1 h at 4°C.
Cell extracts were quantified by Bradford protein assay
(#5000006; Bio-Rad) and normalised before loading in
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). After
resolving, proteins were transferred to a polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane, and it was incubated in
blocking solution (5% of fat-free milk in Tris-buffered
saline (TBS)-Tween 0.1%) for 1 h at RT, and primary
antibodies were incubated overnight at 4°C. Later, mem-
brane was washed and incubated by secondary antibod-
ies in blocking solution for 1 h in RT. Proteins were
detected by Immobilon Western chemiluminescent sub-
strate (Millipore).

Statistical analysis

Student’s t-test was used to calculate statistical signifi-
cance, and p < 0.05 was considered to be significant.

Results

HepG2 cell adhesion, viability and proliferation

HepG2 cells were cultured on COL I micropatterns for 4
and 48 h. Cell viability was analysed by Calcein AM/
propidium iodide assays. As we expected, HepG2 cells
adhered exclusively on the COL I patterns and showed
high cell viability after 4 and 48 h of culture (Figure
3(a)). Interestingly, HepG2 cells proliferated on the col-
lagen micropatterns and were confined to the COL 1
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Figure 4. HepG2 cells confined on soft-PDMS/APTES/GA rather than on stiff scaffolds patterned with COL I in lines exhibit
a greater cortical actin arrangement. (a) Actin filaments were observed with Alexa594-coupled phalloidin in HepG2 cells. Cells
were seeded at high density on stiff- and soft-PDMS/APTES scaffolds patterned by microcontact-printing with type | collagen in

micropatterns. Differential interference contrast (DIC) and confocal

microscopy images were acquired 48 h after cell culture.

Nuclel were stained with DAPI. Scale bars = 50 pm. (b) Relative F-actin levels were measured as fluorescence contrast (a.u. =
arbitrary units) and cortical actin ring width (um). Data are represented as mean + SEM (n = 6). *p < 0.021 (cell—cell unions,
contrast) and *p < 0.008 (cell—ell unions, width). (c) HepG2 cells were seeded at low density (I x 105 cells per well) for 24 h on
stiff- and soft-PDMS/APTES scaffolds coated with 0.1 mg/mL COL I. F-actin was stained with Alexa594-coupled phalloidin (red) and

LifeAct-mTurquoise2 (cyan). Scale bars = 30 pm.

stamps even when cells reached confluence (Figure
3(a)). Moreover, as can be observed from calcein levels
in Figure 3(b), HepG2 cells seem to have a higher prolif-
eration rate as the substrates grow stiffer and diverge
from natural conditions (a few kPa). HepG2 cell mon-
olayers cultured on collagen-treated glass or PDMS-
coated coverslips showed nuclear HNF4-a staining
(Figure 3(c)).

Fluorescence labelling of actin cytoskeleton

Confluent HepG2 cells were cultured on collagen stamps
and the organisation of actin filaments was observed by
Alexa Fluor 594-coupled phalloidin. Surprisingly, HepG2
cells cultured on collagen micropatterns on soft PDMS
exhibited a greater cortical actin arrangement than cells

cultured on stiff PDMS (as seen in Figure 4(a)). The
width of the F-actin ring and its density, demonstrated in
this case by fluorescence intensity contrast between the
ring and the interior of the cells (Figure 4(b)), indeed
shows a clear difference between soft and stiff PDMS for
HepG2 culture on the microcontact-printed COL 1
stamps. A comparative analysis of F-actin staining with
phalloidin and LifeAct showed that both methods
detected a greater cortical actin layer on HepG2 cells cul-
tured on soft PDMS (Figure 4(c)).

Primary rat hepatocytes cultured on
micropatterned collagen

Here, primary rat hepatocytes were also cultured on
similar platforms to those used for HepG2 cells in order

86



Journal of Tissue Engineering

(a) Soft PDMS/APTES/GA

Stiff PDMS/APTES/GA
(C) Soft PDMS/APTES/GA Stiff PDMS/APTES/GA

alceinAM/PI CalcemAMIPl I

WAibumin/DAPI

(b) : Soft PDMS/APTES/GA

=t

\-

Stiff PDMS/APTES/GA
r

HNF4/DAP

Figure 5. Confinement of primary hepatocytes cultured on stiff- and soft-PDMS/APTES/GA scaffolds patterned with COL | in lines.
(a) Freshly isolated rat hepatocytes were seeded at high density (2 x 10° cells per well) on stiff- and soft-PDMS/APTES/GA scaffolds
patterned by microcontact printing with type | collagen micropatterns. Primary rat hepatocytes viability was evaluated by calcein
AM/PI assay. Live cells are shown in green and dead cells are shown in red. Differential interference contrast (DIC) and confocal

microscopy images were acquired 24 h after cell culture. Scale bars =

100 pm. (b) Albumin (cytosol) and HNF4-o (nucleus) specific

markers were expressed in primary rat hepatocytes cultured for 24 h at high density (2 x 10° cells per well) on stiff- and soft-
PDMS/APTES/GA scaffolds patterned with | mg/mL COL I in lines. Scale bars = 20 pm. (c) Primary rat hepatocytes were cultured
for 24 h at high density (2 x 10° cells per well) on stiff- and soft-PDMS/APTES/GA scaffolds coated with | mg/mL type | collagen.
Confocal microscopy images show subcellular localisation of albumin (cytoplasm) and HNF4-a (nucleus) specific biomarkers of
primary cultured hepatocytes. Nuclei were stained with DAPI. Scale bars = 20 pym.

to analyse cellular viability and organisation caused by
confinement and stiffness. As can be seen in Figure 5(a)
and (b), after 24 h of culture, hepatocytes showed high
viability; intriguingly, hepatocytes were selectively
attached to collagen micropatterns, promoting their
confinement and organisation with an architecture that
resemble a hepatic cord-like shape. Primary hepato-
cytes cultured on collagen-treated PDMS-coated cover-
slips showed cytoplasmic albumin and nuclear HNF4-a

staining (Figure 5(b)). Figure 5(c) presents results of

HNF4 and albumin on primary hepatocytes without any
pattern as a control to validate that these cells present
those hepatic markers.

Discussion

Characterisation of cell culture on collagen
microstamps

Cell viability and proliferation. Because of many limitations
in the use of isolated human hepatocytes, several hepatic
cell lines are used as alternative models to study hepatocyte
functions. Hepatoma cell lines such as HepG2 are used to
study human hepatocyte functions as they still exhibit epi-

thelial features; intriguingly, confluent HepG2 cells rather

than spare cells enhance many of their hepatic metabolic
functions.?” Our results suggest that it is possible to control
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hepatic cell proliferation on PDMS by tuning its stiffness,
and itis very important to maintain this tendency on printed
COL I micropatterns for organ-on-chip development.

Actin-cytoskeleton organisation in collagen stamps. Confluent
HepG2 cells show cortical actin filaments along with cell—
cell interactions when they reach confluence.?’-** We decided
to study the influence of stiffness on actin-cytoskeleton
organisation of HepG2 cells cultured on collagen micropat-
terns on PDMS in order to validate the compatibility of our
process with organ-on-chip development. It is well known
that substrate stiffness controls actin-cytoskeleton dynamics
of hepatocytes, modifying their phenotype and functions.*®
Actin-cytoskeleton arrangement observed in HepG2 cells
cultured on soft and rigid PDMS-treated substrates supports
that the substrates’ mechanical properties have differential
effects on cell organisation and very likely on the rates of cell
proliferation. Indeed, the assembly of cortical actin was pro-
moted in HepG2 cells confined on soft substrates micropat-
terned with Col I, suggesting that the stiffness of soft PDMS
secks to resemble that of the native hepatic tissue, proving
that biomimicry is critical for culturing cells.

Primary hepatocyte dlignment on collagen micropatterns. 1t is
well known that primary hepatocytes modify their phenotype
during long-term culture (5-7 days), and these changes can
be stopped or delayed by culturing hepatocytes in a collagen
sandwich or with chemical treatments.** Dedifferentiation of
primary hepatocytes is promoted by long-term culture, which
initiates with changes on cell cytoskeleton rearrangements,
mainly in actin cytoskeleton.?® To the best of our knowledge,
the influence of micropatterns of this particular extracellular
matrix proteins on PDMS has not been tested in primary
hepatocytes, although it is a very useful feature for lab-on-
chip and organ-on-chip platform development. The obtained
results demonstrate that our low-cost collagen microstamp
transfer technique allows for the culture of primary hepato-
cytes in a cord-like shape on stiff and soft PDMS. This is very
important to control hepatocytes phenotype by modulating
actin-cytoskeleton organisation not only by stiffness tuning.”
Further studies are needed to clarify the eftect of both PDMS
stiffness and micropattern on primary hepatocyte phenotype.
The hepatocytes” confinement to collagen lines also would
allow coculturing with other hepatic cells that are able to
adhere to bare PDMS, such as fibroblasts.

Conclusion

We have presented a low-cost custom-made laser method
to fabricate microstructured PDMS stamps for microcon-
tact printing and shown its efficiency to transfer COL 1, a
natural extracellular matrix protein required for hepatic cell
adhesion on PDMS with a precise geometric control.
Thanks to the control offered by the laser technique,” and
the geometry and dimensions of patterns can be tuned to

construct the microarchitecture of different tissues. Simple
thin lines imitating hepatic cord patterns allowed to confine
and organise HepG2 and primary rat hepatocytes. They
were successfully deposited on different stiffness, enabling
a greater level of biomimicry on chip, as required in mod-
ern cell culture platforms. It is a technique that is also com-
patible with 3D PDMS scaffolds and organ-on-chip devices
integrating microfluidics as it offers a very resistant and
stable union of COL I on PDMS.*! Moreover, as suggested
by other works, '*'6 this method can be naturally adapted to
study other cell types besides hepatocytes.

Acknowledgements

G.V.-V., M.M.-5. and M_.H. contributed equally as senior authors
and correspondents to this work.

Declaration of conflicting interests

The author(s) declared no potential conflicts of interest with respect
to the research, authorship and/or publication of this article.

Funding

This project has received financial support from CONACyT (pro-
jects 246988 and 280317), DGAPA-PAPIT (TA100315 and
IT102017). Authors would like to thank Aaron Cruz Ramirez for
the fabrication of the moulds, Diego Zamarron Hernandez for pro-
filometry, Jehi Lopez-Aparicio for technical support, José
Alfredo Jiménez Medina for his help with confocal microscopy
and Fernando Garcia Heméndez (Unidad de Imagenologia, IFC).
This paper constitutes a partial fulfilment of the Graduate Program
in Materials Science and Engineering at Universidad Nacional
Autdnoma de México (UNAM); Escutia-Guadarrama L. acknowl-
edges the scholarship provided by Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACyYT No. 353349).

References

1. Sun W, Chen Y, Luo GA, et al. Organs-on-chips and its
applications. Chinese J Anal Chem 2016; 44: 533-541.

2. Wells R. The role of matrix stiffness in regulating cell
behavior. Hepatology 2008; 47: 1394-1400.

3. Kamble H, Barton MJ, Jun M, et al. Cell stretching devices
as research tools: engineering and biological considerations.
Lab Chip 2016; 16: 3193-3203.

4. Ho CT, Lin RZ, Chen RJ, et al. Liver-cell patterning lab
chip: mimicking the morphology of liver lobule tissue. Lab
Chip 2013; 13: 3578-3587.

5. Choe A, Ha SK, Choi L, et al. Microfluidic gut-liver chip for
reproducing the first pass metabolism. Biomed Microdevices
2017;19: 4.

6. Jayaraj V, Wangikar PP and Jadhav SS. Microfluidic device
optimization for cell growth. In: JEEE 5Th International
Nanoelectronics Conference, Singapore, 2-4 June 2013.
New York: IEEE.

7. Olsen AL, Bloomer SA, Chan EP, et al. Hepatic stellate
cells require a stiff environment for myofibroblastic dif-
ferentiation. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2011;
301: G110-GI118.

8. Godoy P, Schmidt-Heck W, Natarajan K, et al. Gene networks
and transcription factor motifs defining the differentiation of

88



Journal of Tissue Engineering

20.

21.

22.

23,

24

stem cells into hepatocyte-like cells. J Hepatology 2015; 63:
934-942.

Cozzolino AM, Noce V, Battistelli C, et al. Modulating the
substrate stiffness to manipulate differentiation of resident
liver stem cells and to improve the differentiation state of
hepatocytes. Stem Cells Int 2016; 2016: 5481493,

. Natarajan V, Berglund EJ, Chen DX, et al. Substrate stiff-

ness regulates primary hepatocyte functions. RSC Adv 2015;
5: B0956-80966.

Regehr KJ, Domenech M, Koepsel JT, et al. Biological
implications of polydimethylsiloxane-based microfluidic
cell culture. Lab Chip 2009; 9: 2132-2139.

Huh D, Torisawa Y, Hamilton GA, et al. Microengineered
physiological biomimicry: organs-on-chips. Lab Chip 2012;
12: 2156-2164.

Bhatia SN and Ingber DE. Microfluidic organs-on-chips.
Nat Biotechnol 2014; 32: 760-772.

Chuah YJ, Koh YT, Lim K, et al. Simple surface engineer-
ing of polydimethylsiloxane with polydopamine for stabi-
lized mesenchymal stem cell adhesion and multipotency.
Sci Rep 2015; 5: 18162,

Murray LM, Nock V, Evans 1], et al. The use of substrate
materials and topography to modify growth patterns and
rates of differentiation of muscle cells. J Biomed Mater Res
A2016; 104: 1638-1645.

Kuddannaya S, Chuah YJ, Lee MHA, et al. Surface chemi-
cal modification of poly(dimethylsiloxane) for the enhanced
adhesion and proliferation of mesenchymal stem cells. ACS
Appl Mater Interfaces 2013; 5: 9777-9784.

. Tamura T, Sakai Y and Nakasawa K. Two-dimensional

microarray of HepG2 spheroids using collagen/polyeth-
vlene glycol micropatterned chip. J Mater Sci Mater Med
2008; 19: 2071-2077.

Ruiz SA and Chen CS. Microcontact printing: a tool to pat-
tern. Soft Matter 2007; 3: 168-177.

Bernard A, Delamarche E, Schmid H, et al. Printing patterns
of proteins. Langmuir 1998; 14: 2225-2229.

Brock A, Chang E, Ho CC, et al. Geometric determinants of
directional cell motility revealed using microcontact print-
ing. Langmuir 2003; 19: 1611-1617.

Ricoult SG, Nezhad AS, Knapp-Mohammady M, et al.
Humidified microcontact printing of proteins: universal pat-
terning of proteins on both low and high energy surfaces.
Langmuir 2014; 30: 12002-12010.

Palchesko RN, Zhang L, Sun 'Y, et al. Development of poly-
dimethylsiloxane substrates with tunable elastic modulus to
study cell mechanobiology in muscle and nerve. PLoS ONE
2012; 7: e51499.

Lopez-Aparicio J, Hautefeuille M, Herrera-Dominguez S,
et al. Use of a CD laser pickup head to fabricate microelec-
trodes in polymethylmethacrylate substrates for biosensing
applications. Biomed Microdevices 2017; 19: 5.

Yadav AR, Sriram R, Carter JA, et al. Comparative study of
solution-phase and vapor-phase deposition of aminosilanes
on silicon dioxide surfaces. Mater Sci Eng C Mater Biol
Appl 2014; 35: 283-290.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Van Midwoud PM, Janse A, Merema MT, et al. Comparison
of biocompatibility and adsorption properties of different
plastics for advanced microfluidic cell and tissue culture
models. Anal Chem 2012; 84: 3938-3944.

Sung JH and Shuler ML. Microtechnology for mimicking in
vivo tissue environment. Ann Biomed Eng 2012; 40: 1289
1300.

Alépée N, Bahinski A, Daneshian M, et al. State-of-the-
art of 3D cultures (organs-on-a-chip) in safety testing and
pathophysiology. ALTEX 2014; 31: 441-447.

Ramaiahgari SC, den Braver MW, Herpers B, et al. A 3D
in vitro model of differentiated HepG2 cell spheroids with
improved liver-like properties for repeated dose high-through-
put toxicity studies. Arch Toxicol 2014; 88: 1083-1095.

Katt ME, Placone AL, Wong AD, et al. In vitro tumor mod-
els: advantages, disadvantages, variables, and selecting the
right platform. Front Bioeng Biotechnol 2016; 4: 12.
Nakao Y, Kimura H, Sakai Y, et al. Bile canaliculi forma-
tion by aligning rat primary hepatocytes in a microfluidic
device. Biomicrofluidics 2011; 5: 022212.

Hautefeuille M, Cabriales L, Pimentel-Dominguez R, et al.
New perspectives for direct PDMS microfabrication using a
CD-DVD laser. Lab Chip 2013; 13: 48484854,

Kaufmann T and Ravoo B. Stamps, inks and substrates:
polymers in microcontact printing. Polym Chem 2010; 1:
371-544.

Huang YY, Zhou W, Hsia KIJ, et al. Stamp collapse in soft
lithography. Langmuir 2005; 21: 8058-8068.

Caligaris C, Vazquez-Victorio G, Sosa-Garrocho M, et al.
Actin-cytoskeleton polymerization differentially controls
the stability of Ski and SnoN co-repressors in normal but not
in transformed hepatocytes. Biochim Biophys Acta 2015,
1850: 1832-1841.

Véazquez-Victorio G, Gonzdlez-Espinosa C, Espinosa-
Riquer ZP, et al. GPCRs and actin-cytoskeleton dynamics.
Methods Cell Biol 2016; 132: 165-188.

Haugland RP, MacCoubrey IC and Moore PL. Dual-
Muarescence cell viability assay using ethidium homodimer
and calcein AM. US5314805 Patent, 1994.

Chang TT and Hughes-Fulford M. Monolayer and spheroid
culture of human liver hepatocellular carcinoma cell line
cells demonstrate distinct global gene expression patterns
and functional phenotypes. Tissue Eng Part A 2009; 15:
559-567.

Ong S5-M, He L, Linh NTT, et al. Transient inter-cellular
polymeric linker. Biomaterials 2007; 28: 3656-3667.
Schrader J, Gordon-Walker TT, Aucott RL, et al. Matrix
stiffness  modulates  proliferation, chemotherapeutic
response and dormancy in hepatocellular carcinoma cells.
Hepatology 2011; 53: 1192-1205.

Ezzell RM, Toner M, Hendricks K, et al. Effect of collagen
gel configuration on the cytoskeleton in cultured rat hepato-
cytes. Exp Cell Res 1993; 208: 442-452.

Chuah YJ, Kuddannaya S, Lee MHA, et al. The effects of
poly(dimethylsiloxane) surface silanization on the mesen-
chymal stem cell fate. Biomater Sci 2015; 3: 383-390.

89



Progress on CD-DVD laser microfabrication method to develop cell
culture scaffolds integrating biomimetic characteristics

Mathieu Hautefeuille'’*, Genaro Vazquez-Victorio'’, Aarén Cruz-Ramirez'’, Lucia Cabriales'’,
Edgar Jiménez-Diaz"?, Lidia Escutia-Guadarrama'?, Jehi Lépez-Aparicio™, Daniel Pérez-Calixto'?,
Mariel Cano-Jorge'?, Brenda Nieto Rivera', Raiil Sanchez-Olvera'?

! Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito Exterior S/N, Ciudad Universitaria, CP
04500, Ciudad de México, México.

? Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméticas para Diagnostico y Terapia LaNSBioDyT, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito Exterior S/N, Ciudad Universitaria, CP 04500,

Ciudad de México, México.

ABSTRACT

The development of organ-on-chip and biological scaffolds is currently requiring simpler methods to microstructure
biocompatible materials in three dimensions, fabricate structural and functional elements in biomaterials or modify the
physicochemical properties of desired substrates. With the aim of creating simple, cost-effective alternatives to
conventional existing techniques to produce such platforms with very specific properties, a low-power CD-DVD laser
pickup head was recycled and mounted on a programmable three-axis micro-displacement system in order to modify the
surface of polymeric materials in a local fashion. Thanks to a specially-designed method using a strongly absorbing
additive coating the materials of interest, it has been possible to establish and precisely control processes useful in
microtechnology for biomedical applications and normally restricted to much less affordable high-power lasers. In this
work, we present our latest progress regarding the application of our fabrication technique to the development of
organ-on-chip platforms thanks to the simple integration of several biomimetic characteristics typically achieved with
traditional, less cost-effective microtechnology methods in one step or through replica-molding. Our straightforward
approach indeed enables great control of local laser microablation for true on-demand biomimetic micropatterned
designs in several transparent polymers and hydrogels of tunable stiffness and is allowing integration of microfluidics,
microelectronics, optical waveguides, surface microstructuring and even transfer of superficial protein micropatterns on a
variety of biocompatible materials. The results presented here were validated using hepatic and fibroblasts cell lines to
demonstrate the viability of our procedure for organ-on-chip development and show the impact of such features in cell
culture.
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