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RESUMEN

El desarrollo de higados bioartificiales, busca crear modelos biol6gicos
que suplanten la funcién hepatica. En afios recientes se han
obtenido mejoras a los modelos al utilizarlos en cocultivo con células
parenquimales y células estructurales. El anclaje celular a la superficie
es fundamental para generar un cultivo celular, por ello se emplean
materiales biocompatibles o polimeros biocompatibles sintetizados con

la polimerizacién por plasma.

En este trabajo se presenta una superficie de cultivo de Polipirrol
dopado con Iodo (Ppy-I) utilizando polimerizacién por plasma para
un cocultivo de hepatocitos de la linea celular HepG2 con células
estelares inmortalizadas, conocidas como células Ito. Este cocultivo
se compard con una caja de cultivo estandar. Se analizé la morfologia
y proliferacién celular al cabo de 9 dias de cultivo. Asimismo, se midi6
la proteina total secretada al sobrenadante, los resultados indican que
la proteina se incrementa al utilizar la superficie con Ppy-I con respecto
al cocultivo con superficie estdndar, obteniéndose méximos de 8 ug/ml
y 6 pg/ml respectivamente. No se observaron diferencias morfolégicas
ni de proliferacién entre los cocultivos con superficie Ppy-I y estandar.
Concluimos que el cocultivo celular hepético sobre una superficie con
Ppy-I estimula la produccion de proteina en los hepatocitos, resultado
que mejoraria el desempeno de los higados bioartificiales.

Palabras clave: polipirrol, hepatocitos, células estelares, modelo

hepatico, cultivo celular, higado bioartificial.
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Departamento de Ingenierfa The aim of the development of Bioartificial livers (BAL) is to create
Eléctrica, Universidad biological models that imitate the liver function. In recent years
‘ Auténoma improvements in these models have been obtained by using cocultures of
Metrzpo;tal;a-lztlag glzgi’ structured and parenquimal cells. The cell adhesion is fundamental to
IzI?ca;)).ala;zt,aMégico. ’ generate a cell culture, for this reason, we used biocompatible materials or
biocompatible polymers synthesized by plasma discharge.
Feggjgftﬁii%gg In this work we used a polypyrrole doped with iodine (Ppy-I) cell culture
Fecha de aceptacion: surface, synthesized by plasma glow discharge to cultivate hepatocytes of
18/Diciembre/2012 the cell line HepG2 with immortalized stellate or Ito cells. These cocultures
were compared to a standard surface cell culture. We analyzed the
morphology and cell proliferation during 9 culture days. Also, we analyzed
the whole supernatant protein secreted, the results show an increase in the
secreted protein when we used the Ppy-I in comparison to the standard
surface, we obtained maximums of 8 pug/ml and 6 pg/ml respectively. We
didn’t observed morphological differences between the Ppy-I surface and
the standard surface. We conclude that the hepatic cell cocultures on a
Ppy-I surface, stimulates the hepatic secreted protein. These results can
be used to improve the performance of BAL.
Keywords: polypyrrole, hepatocytes, stellate cells, hepatic model, cell
culture, bioartificial liver.
INTRODUCCI()N [6]. Se decidié utilizar lineas celulares, debido

a que son modelos bioldgicos que brindan la

Actualmente multiples tipos celulares se cultivan
con éxito sobre andamios de distinta naturaleza
con el objetivo de regenerar hueso, cartilago,
vasos sanguineos o trdquea, entre otros [1-
4]. Asimismo, este tipo de cultivo celular estd
suscitando un enorme interés en los procesos
de desarrollo de nuevos farmacos, puesto que,
gracias a una mejor simulacién de las condiciones
fisiol6gicas, permite aumentar significativamente
la fiabilidad de los resultados de farmacos
evaluados en pruebas in vitro con cultivos
celulares [5]. Por otra parte, estudios recientes
han mostrado que los cultivos celulares son mas
eficientes al sembrar las células en cocultivo con
células no parenquimales, probablemente por la
liberacién de sustancias y mensajeros quimicos
secretadas por dichas células no parenquimales
dentro de un mismo ambiente de cultivo celular

ventaja de ser facilmente proliferables, sin tener
que utilizar animales. Una vez bien caracterizado
el protocolo, se pueden realizar las pruebas con
cultivos primarios [2].

Algunos de los materiales mas utilizados
en el cultivo de células son los polimeros
biodegradables tales como PGA (acido
poliglicdlico), PLLA (acido polildctico) y sus
copolimeros PGA-PGLA (4cido polildctico-acido
poliglicdlico). Esta familia de polimeros tiene el
potencial de favorecer el crecimiento celular in
vitro ademas de que se han implantado con éxito
[7].

Estos andamios ya bien caracterizados en
el cultivo celular y su posterior implantacién
in  wviwo, pueden ser modificados en su
superficie para potencializar sus propiedades
de adherencia celular sin interferir en las



Ramirez y cols. Superficies modificadas mediante polimerizaciéon por plasma para cocultivos de modelos hepéaticos 129

caracteristicas quimicas del material base para
tener mejores propiedades de tejido [8]. Diversos
autores abordan este tema destacando que la
modificacién de la superficie de los materiales
mejora la proliferacion celular, el anclaje y una
mejor respuesta fisiolégica del cultivo celular [9-
11].

Para modificar la superficie de un material
empleado en el cultivo celular se utilizan técnicas
de polimerizacién por plasma, debido a que se
obtienen polimeros no lineales, con multiples
grupos funcionales en su estructura lo que
favorece una mejor interacciéon de la membrana
celular con la superficie para obtener una mejor
adherencia celular, y por lo tanto, una mejor
proliferacién celular [12].

La polimerizacién por plasma es un proceso
en el cual los mondémeros organicos son
polimerizados mediante bajas presiones y
descargas de gas ionizado que promueven la
polimerizacién tan peculiar de estos procesos
al depositarse sobre las superficies, obteniendo
ademas materiales completamente esterilizados
debido a las reacciones quimicas [13]. Las
especies generadas en el plasma son aptas para
producir modificaciones fisicas y reacciones
quimicas en la superficie de los sustratos
sometidos a la accién del plasma [14]. El tipo de
modificacién o reaccién depende de la naturaleza
de los gases del plasma, el nivel de energia y la
naturaleza del sustrato [15].

El Polipirrol dopado con iodo (PPy-I) ha
mostrado buena biocompatibilidad in vitro e in
vivo para el uso de andamios en bioingenieria,
implantes en medula espinal y para generar
cultivos celulares tridimensionales. Por lo que
es posible utilizar una superficie modificada
superficialmente con PPy-I para generar un
cocultivo celular con 2 o mas tipos celulares que
puedan crecer en un mismo ambiente de cultivo,
para potencializar las funciones fisiologicas del
cultivo celular [16,17].

En este trabajo se evalian las superficies de
cultivo celular estandar y superficies tratadas con
PPy-1, donde presentamos cocultivos celulares
con modelos bioldgicos de células del tejido
hepético como la linea celular HepG2 y la linea
estelar inmortalizada Ito.

MATERIALES Y METODOS

Se modificé la superficie de un cubreobjetos
por medio de la polimerizacion por plasma
utilizando como mondémeros pirrol y Iodo. El
cubreobjetos se empleé como superficie de
sembrado celular para crear un modelo hepatico
basado en el cocultivo celular de hepatocitos
y células estelares. Se evalué contra un plato
de cultivo estandar que la superficie modificada
no afectara la morfologia y proliferacién celular.
Para valorar su desempeno fisiolégico, se midid
la produccién de proteina total secretada al
sobrenadante del cocultivo estandar y del
cocultivo sobre la superficie tratada con Ppy-I.

Cultivos celulares

Se utilizaron hepatocitos de la linea celular
HepG2 (ATCC HB8065), utilizando medio de
cultivo Williams Tipo E (Gibco 12551) al
90%, suero fetal bovino (Gibco 16000) al 8%,
Antibidtico y antimicético (Gibco 15240) 100 M
al 1% y L-Glutamina (Sigma G-1517) 0,2 M
al 1%. Las células Ito inmortalizadas fueron
donadas por la Dra. Concepcion Gutiérrez Ruiz
del Departamento de Fisiologia Celular de la
UAM Iztapalapa, utilizando medio de cultivo
DMEM (Gibco 12551) al 90%, suero fetal bovino
(Gibco 16000) al 8%, Antibidtico y antimicdtico
(Gibco 15240) 100 M al 1% y L-Glutamina (G-
1517 Sigma) 0,2 M al 1%. Las células fueron
proliferadas en un ambiente controlado a 37° C
y una mezcla de gases al 5% de CO2 y 95% de
aire en una incubadora de COs.

Polimerizacion por plasma

La superficie de los cubreobjetos con PPy-I
se prepararon por polimerizacién por plasma
con el siguiente protocolo: dentro del reactor
de vacio se emple6 una presién de (9 x 1072
Torr) medida con un sensor de vacio (Edwards
Active Gauge Control). Se utiliz6 una potencia
de 50 watts reales, obtenidos de una fuente de
Radio frecuencia a 13.5 MHz (Dressler Cesar
RF). Como mondémeros empleamos Pirrol (98%
Sigma-Aldrich) y Iodo (98% Sigma-Aldrich).
Se polimerizé durante 20 minutos alternando 4
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Fig. 1. Cubreobjetos recubierto con polipirrol
iodo, la parte sombreada del cubreobjetos es la
parte donde se ha depositado el PPy-I.

minutos con pirrol y Iodo, 6 minutos con pirrol, 4
minutos con pirrol y iodo y finalmente 6 minutos
con pirrol. La superficie del material modificado
con PPy-I se muestra en la Fig. 1.

Sembrado de células

Para los cocultivos se utilizé una densidad de
sembrado de 2.25 x 10° de células Ito (paso
6) vy 5 x 10° de células HepG2 (paso 85),
las células fueron contadas con una cdmara de
Neubauer. Esta seleccion se decidié con base en
la estructura no parenquimal de las células Ito
dentro de un higado in vivo estando en mayor
proporcién la cantidad de hepatocitos.

Se sembraron las células en el plato de cultivo
de manera separada como se muestra en la Fig.
2. Dentro de la caja de cultivo, en un extremo
se sembraron las células HepG2 y en el extremo
opuesto, las células Ito. Con esto se mantienen
separados los 2 tipos celulares en una misma
caja de cultivo hasta que estén bien anclados
a la superficie. Luego de 4 horas de cultivo,
se agregaron 4 mililitros del medio de cultivo
combinado, para tener el crecimiento celular
dentro de un mismo ambiente.

Se utilizé6 una mezcla de medios de cultivo
Williams tipo E suplementado y D-MEM
suplementado en una proporciéon 1:1 como se
muestra en la Tabla 1, Los medios Williams
y D-MEM son los empleados para hepatocitos
y células Ito respectivamente. Se sembraron
los cocultivos en dos tipos de superficies por
duplicado: en el primer caso se empleé un plato

Células
HepG2

Células
Ito

Fig. 2. Esquema de Micro sembrado de células
HepG2 e Ito de manera separada para formar un
cocultivo.

Tabla 1. Composiciéon del medio de cultivo
empleado en el cocultivo celular.

Soluciones  Concentraciones  Porcentaje
(M) (%)

Medio de 1 45

cultivo

D-MEM

Medio de 1 45

cultivo

Williams

Tipo E

10% suero 1 8

fetal bovino

(FBS)

1% de 100 1

antibiéticos

L- 0.2 1

Glutamina

de cultivo estdndar de 35 mm de didmetro por
10 mm de altura, con un area de crecimiento
de 8cm? con recubrimiento de lisina (Corning
#430165); en el otro, se empleé un cubreobjetos
que fue polimerizado con polipirrol dopado con
iodo (PPy-I), que se encontraba estéril debido
a que al ser polimerizado por plasma, el gas
ionizado funciona como esterilizador; y antes de
sembrar el cocultivo, el cubreobjetos fue puesto
durante 2 dias debajo de luz ultravioleta, para
tener una superficie éptima.

Cuantificacién de proteina

Para determinar las proteinas totales en el
sobrenadante, se utiliz6 el kit de anélisis
de proteina BCA (acido bicincénico) (Thermo
Scientific 23225), que trabaja por medio
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de colorimetria, a 562 nanémetros de la
longitud de onda. La curva estandar
fue obtenida inicialmente wusando albimina
sérica bovina (BSA) a diversas concentraciones
proporcionadas por el kit. Se tomaron 0.5
ml de sobrenadante de los platos de cultivo
a diferentes dias, las muestras fueron puestas
en una placa de 96 pozos y se procedid a
medir las concentraciones por duplicado, en
un detector multimodal de placas DTX 880
(Beckman Coulter).

Analisis estadistico

Los datos de cuantificacién de proteina, fueron
analizados en el programa GraphPad Prisma
Versién 4. Donde se utiliz6 una T de student
normalizada para el andlisis de resultados.
Considerando una p < 0.05 estadisticamente
significante.

RESULTADOS

Imagenes de las superficies de cultivo

FEn la Fig. 3, se muestra la evolucion del
cocultivo celular, después de varios dias de
cultivo sobre la placa de cultivo estdndar y
sobre la superficie modificada superficialmente
con PPy-I. Se muestra el cultivo celular a los
dias 2, 3, 4 y 5. Se puede apreciar una mayor
proliferacién celular conforme aumentan los dias
de cultivo celular y la respectiva separacién de
acuerdo a su morfologia celular para ambos
casos. Podemos observar un cumulo de células
hepaticas, siendo rodeado por células estelares,
que se muestran de forma alargada(B). Vemos
los cimulos de células hepéaticas de color obscuro
debido a que estdan formando monticulos y las
células estelares rodedndolos (D). Se observa un
crecimiento de células hepaticas, siendo rodeado
por células estelares, que se muestran como
figuras alargadas (F). Vemos los ctmulos de
células hepaticas y las células estelares creciendo
uniformemente sin la formacién de ctmulos y
las partes obscuras muestran pedazos de la capa
delgada de PPy-I (H).

1.0 -e- control
-= PPy

%
o
=
[
S
o 0.5
o
S
o

0.0 T T T T J

2 4 6 8 10
dias

Grafica 1. Con circulos se muestra la produccion
de proteina por células sembradas en superficie
estandar. Con cuadros, produccién de
proteina por células sembradas sobre una
superficie modificada con PPy-I. Los datos
fueron normalizados con respecto al valor
méaximo de proteina en el Ppy-I de 8ug/ml.

Las imagenes se muestran uUnicamente hasta el
dia 5, debido a que para el resto de los dias se
tiene una confluencia total de las superficies de
cultivo y no resultan significativas.

Cuantificacién de proteina

Por dltimo se midié la cantidad de proteinas
totales secretadas al medio de cultivo a diferentes
dias del cocultivo celular. En el cocultivo sobre el
cubreobjetos con superficie modificada con PPy-
I, se obtuvo una mayor producciéon de proteinas
totales en comparacién a los cultivos realizados
sobre la caja estdndar, tal como se muestra en
la Grafica 1. Las mediciones se realizaron por
duplicado (n = 2). Las lineas verticales indican
la desviacién estandar. Las diferencias entre el
control y el experimental fueron significativas
(p < .05)

Conteo celular

Después de 9 dias de cocultivo celular
se obtuvieron proliferaciones celulares muy
similares para los cocultivos sobre las superficies
estandar y modificada con PPy-I como se
muestra en la Tabla 2.
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Control Con Ppy-I

Frontera Del
Cubreobjetos
Modificado

Células Estelares

Células Hepadticas

Fig. 3. Co-Cultivo celular de células HepG2 y células Ito. Células en placa estandar control (A, B, C
Y D) y sobre la placa con recubrimiento de Ppy-I (E, F, G'Y H) a los dias 2, 3, 4 y 5 respectivamente.
Aumento 100x.

Tabla 2. Conteo celular de los cocultivos sobre superficie estandar y tratada con PPy-1. Los resultados
fueron similares en ambas superficies.

Células al comienzo del experimento Células al término del experimento

Superficie control 7.25 x 10° 1.1 x 106
Superficie con PPy-1I 7.25 x 10° 1.15 x 108
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DISCUSION

De manera tradicional el cultivo celular de las
células HepG2 e Ito se realiza por separado
en diferentes cajas de cultivo, o sea, sin
mezclar ambos tipos celulares; ademéds, para
su cultivo, se emplean protocolos diferentes [7].
Nosotros realizamos un cocultivo con ambos
tipos celulares ya que se ha reportado una
mejor actividad fisiolégica de los hepatocitos
al momento de ser sembrados con células no
parenquimales, esto es, se observan efectos
cooperativos [18].También podemos observar, en
las figs. 3B y 3F, que desde el dia 3 ya se estdn
mezclando las células, a pesar de haber sido
sembradas por separado para comenzar a tomar
la estructura morfologica tipica de encapsulados
de células hepéaticas rodeadas de células estelares,
tal como se puede observar en la Fig. 3G [8].
Los cocultivos realizados hasta la fecha, emplean
un Unico medio de cultivo, normalmente el
que més nutrientes contiene en su composicién
[10]. Nosotros empleamos medios de cultivo
combinados obteniendo buenos resultados. No
se tenian resultados de proliferacion de ambos
tipos celulares tan eficientes como al mezclar los
medios.

Como se puede observar en las imégenes
de la Fig. 3, el cocultivo celular sembrado
sobre una superficie modificada con PPy-I
no afecta la morfologia del cocultivo celular
de acuerdo a los resultados control, ya que
son semejantes a los cultivos sembrados sobre
superficies de cultivo estandar [11]. De
las imagenes obtenidas podemos inferir que
las células sembradas tienden a organizarse
morfolégicamente de manera que recuerda su
organizacion en el tejido hepético [2]. Esto
a pesar de que inicialmente se sembraron las
células de manera separada (en la misma caja
de cultivo). Después que las células se anclaron
a las cajas de cultivo, comienzan a migrar y a
comportarse de la manera descrita.

Aunque se tienen antecedentes del cultivo
de células HEPG2 sobre superficies tratadas
con polipirrol [11], no asi para el caso de las
células Ito. En este trabajo se muestra que
la proliferacion celular en el cocultivo no se
ve afectado por la presencia del PPy-I en la

superficie donde fueron sembradas.

Aunque las imagenes muestran una densidad
celular parecida en cocultivos estdndar y en
superficies tratadas con PPy-I, la produccién
de proteina fue superior en este 1ltimo caso.
Ya que las mediciones fueron realizadas en el
medio suplementado con suero fetal bobino y aun
asi podemos observar diferencias significativas
en la produccién de proteinas totales, debido
a la albumina y proteinas de enlace secretadas
por los hepatocitos. Este resultado es clave
cuando se desea que las células hepaticas
muestren un mejor desempeiio fisiolégico, ya
que tenemos cantidades celulares similares en
ambos cocultivos, pero un desempeno diferente
en la produccién proteinica; por lo que podemos
inferir que una superficie tratada con Ppy-I,
fomenta una mejor fisiologia celular comparada
con una superficie de cultivo estandar. Este
comportamiento se puede asociar a la diversidad
quimica del Ppy-I que le permite interactuar con
diferentes tipos de proteinas y obtener un mejor
anclaje celular, dando como resultado una mayor
funcionalidad [8,11,17].

Actualmente se busca realizar cultivos
volumétricos en los cuales las células son
cultivadas in vitro sobre andamios dentro de
higados bioartificiales [19]. En estos sistemas
se han reportado crecimientos volumétricos mas
efectivos en comparacion con un cultivo estatico
y tiempos de cultivo méas prolongados obteniendo
una mayor proliferacién celular [18,19]. Este
tipo de cultivo celular estd suscitando un enorme
interés ya que mejora los modelos bioldgicos
que nos ayudan a comprender los mecanismos
celulares de los tejidos [20].

CONCLUSIONES

Se obtuvo un cultivo celular mixto de células
estelares y hepatocitos sembradas sobre una
superficie modificada con PPy-I. Nuestras
imagenes indican que la superficie tratada con
PPy-I no afecta la morfologia celular de las
células HepG2 e Ito.

El conteo celular muestra que son similares
las superficies para la proliferacién celular. Los
datos indican que el PPy-I favorece la produccién
de proteina total. No se observaron efectos
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téxicos.

La presencia de Ppy-I en un cocultivo celular
promueve la fisiologia celular de un cultivo
hepatico, para obtener un mejor funcionamiento
celular.

Los modelos de higados artificiales en
la actualidad [18-20], emplean unicamente
células hepaticas en lugar de emplear un
modelo méas complejo en cuanto a cooperacién
celular para mejorar su desempeno. Los
cocultivos y superficies tratadas pueden mejorar
significativamente su desempeno, por lo que
ya tenemos andamios y condiciones de cultivo
celular aptas para utilizarse dentro de un
biorreactor de un higado Bioartificial.
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