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RESUMEN

La matriz extracelular (MEC) es una estructura tridimensional compuesta de proteinas fibrosas
como coldgena, fibronectina, elastina, laminina, entre otras moléculas, que regulan procesos
vitales como la adhesion celular, preservacion de tejidos y coordinacion de sefializaciones
bioquimicas; ademads, la MEC determina la plasticidad y especificidad celular en funcién de la
composicidon y proporcidn de cada una de sus moléculas estructurales. En el higado, las
alteraciones en la composicién y estructura de la MEC producen modificaciones en el
microambiente celular, asi como también en otras propiedades fisicas como la rigidez o el médulo
de elasticidad, que influyen en el desarrollo de enfermedades fibréticas que afectan la biologia
de las células hepaticas, principalmente a los hepatocitos. Dentro de este contexto, el objetivo de
este trabajo fue elaborar una plataforma biomimética a partir de proteinas aisladas de matriz
extracelular descelularizada (MECd) de higados de rata para promover la adhesion vy
supervivencia de hepatocitos de cultivo primario. Para ello, se extrajeron higados de rata Wistar
y se descelularizaron por perfusién. Las MEC obtenidas se liofilizaron, pulverizaron, hidrolizaron
enzimaticamente a distintos tiempos con pepsina y los productos se neutralizaron para obtener
solamente la fraccidn de proteina soluble. Por otro lado, en vidrios funcionalizados, se elaboraron
hidrogeles de poliacrilamida a 1 y 20 kPa conjugados con proteinas de MECd, colagena tipo | (Col
1), membrana basal (MB) y proporciones 75/25 y 50/50 de Col | y MB, respectivamente, donde
hepatocitos de cultivo primario fueron sembrados y evaluados durante 24 y 72 h. Los resultados
obtenidos, mostraron interesantemente que los hepatocitos se adhieren preferentemente a los
hidrogeles que contienen cualquiera de las concentraciones de Col |, pero no en los sustratos que
contienen proteinas de MECd. Estos hallazgos sugieren que el coldgeno fibrilar juega un papel
importante en la adherencia y sobrevivencia de hepatocitos. No obstante, es necesario realizar
mayor trabajo de investigacién para encontrar la combinacién ideal de proteinas de MECd y
derivadas de MEC para generar plataformas de cultivo que promuevan la adherencia celular y

mantengan el fenotipo de los hepatocitos.



ABSTRACT

The extracellular matrix (ECM) is a three-dimensional structure composed of fibrous proteins such
as collagen, fibronectin, elastin, laminin, among other molecules, which regulate vital processes
such as cell adhesion, tissue preservation and coordination of biochemical signaling; furthermore,
ECM determines cell plasticity and specificity based on the composition and ratio of each of its
structural molecules. In the liver, alterations in the composition and structure of the ECM produce
modifications in the cellular microenvironment, as well as in other physical properties such as
rigidity or modulus of elasticity, which influence the development of fibrotic diseases that affect
the biology of liver cells, mainly hepatocytes. Within this context, the aim of this experimental
work was to develop a biomimetic scaffold with isolated proteins from rat livers to promote
adhesion and survival of primary hepatocytes cultured. For this, Wistar rat livers were extracted
and decellularized by perfusion. The decellularized extracellular matrix (dlECM) obtained were
lyophilized, pulverized, enzymatically hydrolyzed at different times with pepsin and the products
were neutralized to obtain only the soluble protein fraction. On the other hand, in functionalized
glasses, 1 and 20 kPa polyacrylamide hydrogels were made with dECM proteins conjugated,
collagen type | (Col 1), basement membrane (BM) and 75/25 and 50/50 ratios of Col | and BM,
respectively, where primary hepatocytes culture were seeded and evaluated for 24 and 72 h.
Interestingly, the results obtained showed that hepatocytes preferentially adhere to hydrogels
containing any of the Col | concentrations, but not to substrates containing dECM proteins. These
findings suggest that fibrillar collagen plays an important role in hepatocyte adherence and
survival. However, more research is needed to find the ideal combination of dECM and ECM-
derived proteins to generate culture scaffolds that promote cell adherence and maintain the

hepatocytes phenotype.
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1. INTRODUCCION

La matriz extracelular (MEC) es una estructura tridimensional situada entre el intersticio de las
células, compuesta de proteinas fibrosas como la colagena, fibronectina, elastina y laminina, y
algunos polisacaridos como glucosamino y proteoglucanos que permiten regular procesos vitales
como la adhesion celular, preservacion de tejidos y coordinacion de sefializaciones bioquimicas
(Silvera et al., 2002; Porth et al., 2014). La plasticidad y especificidad celular, son otros de los
procesos dependientes de la MEC, en funcién de la composicién y proporcién de cada uno de sus

moléculas estructurales (Tomas et al., 2010; Porth et al., 2010).

Interesantemente, la MEC hepatica, por ejemplo, estd compuesta principalmente por
fibronectina, colagena tipo | y cantidades minimas de colagena tipo lll, IV, V y VI (Arvelo y Poupon,
2001). Su integridad bioquimica y biomecanica, tienen gran importancia para el mantenimiento
del fenotipo de los hepatocitos (células parenquimatosas), que constituyen alrededor del 80% de
la masa total del higado (Arias et al., 2001), asi como de otras células como las no
parenquimatosas (Martinez-Hernandez y Amenta, 1995). Asimismo, las alteraciones en la
composicion y la estructura tridimensional de la MEC hepatica producen modificaciones en el
microambiente celular, desencadenando enfermedades crénicas como la cirrosis y la generacién
de tumores, que afectan evidentemente los tejidos y la biologia de los hepatocitos (Rojkind et al.,
1980; Milani et al., 1990; Vracko, 1974). Dentro de los tratamientos para estos padecimientos
generalmente incluyen el trasplante del drgano completo y la siembra de hepatocitos a través de
la vena porta; sin embargo, estos suelen presentar incompatibilidad y una pérdida de la viabilidad
temprana de las células, ocasionando solamente una solucién temporal para el paciente, ya que
una de las caracteristica que resalta los cultivos in vitro de hepatocitos primarios es el cambio de
su morfologia, desdiferenciacién y su transformacion de células epiteliales a mesenquimales

(Soto-Gutiérrez et al., 2011; Baptista, 2011).

Diversos grupos de investigacidon se han encargado de crear nuevas tecnologias de cultivo que
permiten generar un sistema biomimético para los distintos tipos celulares (Uygun et al., 2010;
Azhim et al.,, 2011). Para los hepatocitos, la generacién de plataformas de 2D y 3D, como los

cultivos en placa con recubrimientos de hidrogel y cultivos en sdndwich a partir de componentes
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de MEC de higados descelularizados, hacen interactuar las proteinas de la MEC con los receptores
celulares y, por efecto, desencadenar una serie de transduccién de seiales que influyen en la
diferenciacién celular y en la conservacion del fenotipo (Cukierman et al., 2001; Hynes et al.,
2002). Las distintas proteinas que integran la MEC regulan los mecanismos celulares en respuesta
a estimulos ambientales, logrando la supervivencia celular, motilidad, migracion, disposicién del

citoesqueleto y expresion génica (Legate et al., 2009).

En los ultimos afos, se han intentado disefiar modelos in vitro que simulen el microambiente in
vivo del drgano. Los andamios de MEC resultantes de la descelularizacion de tejidos hepaticos
han mostrado ser excelentes para el crecimiento de multiples tipos de células hepaticas al
favorecer la conservacién de sus actividades metabdlicas (Wang et al., 2011; Soto-Gutierrez et
al., 2011). Con ello se genera la posibilidad de ampliar las aplicaciones en la ingenieria de tejidos
para la regeneracién y/o trasplante de érganos, y para la realizacién de ensayos pre-clinicos ante
las pruebas de nuevos farmacos y asi estudiar una respuesta celular mds cercana a la que se

observa en el microambiente nativo (Crapo et al., 2012; Lee et al., 2014; Ware et al., 2017).

Dada la importancia de los modelos biomiméticos para la realizacion de pruebas pre-clinicas de
nuevos farmacos, surge la necesidad de generar plataformas de cultivo que mantengan el
fenotipo de hepatocitos. Para ello, en el presente trabajo de investigacidn, se pretende hacer uso
de matrices extracelulares de higados descelularizados de rata para implementar una técnica que
permita incorporar proteinas de MEC en plataformas de hidrogel de rigidez controlada para el
cultivo primario in vitro de hepatocitos y favorecer condiciones bioldgicas como la adhesién
celular y la prolongacién de la viabilidad. Asimismo, se espera evaluar el esparcimiento y

agregacion celular como respuesta antes las condiciones del cultivo.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Higado

2.1.1 Anatomia y fisiologia general

El higado, es un drgano con alta actividad metabdlica (Byung-Soo et al., 2011). Participa
primordialmente en el mantenimiento de la homeostasis y realiza otras funciones importantes
como la regulaciéon del volumen sanguineo y de las vias de sefalizacion enddcrinas del
crecimiento; metabolismo de acidos grasos; sintesis de proteinas como la albumina y factores de
coagulacién; produccién de acidos biliares, secrecién de urea y almacenamiento de compuestos
como el glucégeno, vitaminas (A y D) y algunos minerales como el hierro. Ademas, es el sitio
principal donde se lleva a cabo la destoxificacién o eliminacién de xenobidticos y otros

compuestos enddgenos (Cascales, 2008; Trefts et al., 2017; Delgado y Mas, 2017).

En los mamiferos, el higado representa aproximadamente del 2 al 3% de la masa corporal
(Bismuto et al., 1982). A nivel macroscopico, consta de cuatro compartimentos denominados
I6bulos y cada uno realiza funciones independientes; por otra parte, el lobulillo hepatico es la
organizacién microscépica del higado considerada como la unidad estructural y funcional de este

organo (Delgado y Mas, 2017).

El lobulillo hepatico tiene una forma hexagonal o poligonal que consta de un sistema vascular
denominado triada portal, conformado por la arteria hepatica, vena portal y un conducto biliar,
tal como se muestra en la Figura 1. A su vez, el flujo sanguineo, asi como productos metabolizados
provenientes de la arteria hepatica y la vena portal, son transportados hacia la vena central
(situada en la zona central del lobulillo) para ser posteriormente distribuidos a otros drganos

(Colnot y Perret, 2011; Krishna, 2013).

La triada portal se encuentra dividida en 3 segmentos funcional y bioquimicamente diferentes:
las zonas periportal, lobular central y perivenosa (Krishna, 2013). Cada zona contiene poblaciones
heterogéneas de células altamente especializadas con plasticidad funcional definida que les

permiten realizar procesos metabdlicos de manera simultdnea para mantener la homeostasis del
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organismo, en funcién de los gradientes de concentracion distintos de oxigeno, nutrientes,
hormonas y productos de desecho que circulan a través de la sangre (Colnot y Perret, 2011; Trefts

etal., 2017).

Figura 1. Estructura tridimensional del I6bulo hepatico. El I6bulo hepatico consiste en una organizacion
de distintos componentes celulares, a partir de la vena central de la zona centro lobular, limitada en
cada extremo por la triada portal que consiste en la vena porta, la arteria hepatica y un conducto biliar
(Imagen obtenida y modificada de Adams et al., 2006).

A este fraccionamiento de funciones se conoce como zonacién metabdlica (Kietzmann, 1996;
Colnot y Perret, 2011). No obstante, con relacion a procesos moleculares, se han llevado a cabo
investigaciones donde han demostrado que son varios los mecanismos involucrados en la
zonacién del higado. Entre ellos, el factor de transcripcién nuclear del hepatocito alfa (HNFa)
(Colnot y Perret, 2011) en coordinacién con la via de sefializacién de Wnt/B-catenina, han sido
considerados recientemente como los impulsores principales para la zonacidn hepatica

(Kietzmann, 2017; Tomlinson et al., 2019).
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Otra de las caracteristicas mas destacables del higado, es su capacidad de regeneracion de una
manera coordinada por todos los tipos celulares para restaurar su masa y volumen original
después de una reseccidon quirurgica (hepatectomia) parcial o por un dafio inducido por
xenobidticos, toxinas o virus (Anti et al., 1994; Berasain et al., 2015; Michalopoulos, 2016). Se ha
evidenciado que, posterior a la induccidon de sustancias hepatotdxicas, como el tetracloruro de
carbono, el proceso de regeneracién ocurre en respuesta a la inflamacién y al estrés oxidativo a
través de diferentes mecanismos moleculares en las vias de sefalizacion que regulan la
proliferaciéon celular (Garcia-Trevijano et al., 2002; Bhat et al., 2019; Huck et al., 2019), asi como
también los distintos cambios epigenéticos que regulan la activacidn e inactivacién de genes

involucrados durante la regeneracion (Arechederra et al., 2019).

2.1.2 Células hepaticas

El higado estd compuesto por diversos tipos celulares de diferente origen embriolégico. Estas
células altamente diferenciadas incluyen a los hepatocitos o células parenquimatosas, células
epiteliales biliares (también llamados colangiocitos), células estrelladas, células de Kupffer y
células endoteliales sinusoidales (Trefts et al., 2017). Cada tipo celular tiene una funcidn
particular; no obstante, dentro del lobulillo hepatico, las funciones de las células actuan de
manera cooperativa para el mantenimiento de la homeostasis metabdlica. Particularmente los
hepatocitos, son las células que mayoritariamente componen al tejido hepatico (alrededor del
80-85% de la masa celular) y por lo tanto, las que realizan gran parte de las funciones del érgano
(Valatas et al., 2003; Trefts et al., 2017) e influyen de manera significativa en la fisiopatologia del

higado (Zakim y Boyer, 1993).

Las funciones principales de los hepatocitos se encuentran resumidas en la Tabla 1, con base a las

aportaciones realizadas por Schiff y Schiff (1993) y Zakim y Boyer (1996).

Los hepatocitos miden alrededor de 20 a 30 um; poseen nucleos redondeados y algunas son
binucleadas (Kmiec et al., 2001). La particularidad que presentan estas células es la funcion
especializada que va a depender de su localizacidn y distribucién a lo largo de las triadas portales
del lobulillo hepatico, pues se ha demostrado que son las que primordialmente zonifican al higado

(Katz et al., 1977; Stanger, 2015). En el lobulillo, los hepatocitos se encuentran organizados en
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placas o laminas ordenadas, que a su vez, forman conductos o espacios vasculares denominados
sinusoides (ver Figura 1). A través de ellos circula el oxigeno y los nutrientes de la sangre
provenientes de la arteria hepatica y vena porta, respectivamente (Delgado y Mas, 2017; Trefts

etal., 2017).

Los sinusoides se encuentran conformados por las células endoteliales sinusoidales (de ahi se
deriva su nombre), formando fenestraciones que permiten el paso de moléculas de elevada masa
molecular como proteinas y quilomicrones (Cascales, 2008). Ademads, dentro de los sinusoides
también se encuentran las células epiteliales biliares, células de Kupffer y células estrelladas
(Delgado y Mas, 2017). Por lo tanto, estas estructuras sinusoidales son las que permiten que los
hepatocitos tengan acceso a la sangre circulante (Cascales, 2008). Los sinusoides se encuentran
separados de los hepatocitos a través de un espacio perisinusoidal llamado espacio de Disse
(Schmid, 1991) y se encarga del intercambio de nutrientes y de la comunicacion con los otros

tipos celulares a través de sefalizaciones autdcrinas y paracrinas (Delgado y Mas, 2017).

Tabla 1. Funciones principales de los hepatocitos

Produccidn de proteinas trasportadoras del Albumina, ceruloplasmina, transferrina y

plasma sanguineo lipoproteinas.

Produccidn de inhibidores de proteasas a-antitripsina, antitrombina y a,-macroglobulina.
Generacion de factores de coagulacion Fibrindgeno, protrombina y factores V, VII, IX, X,
sanguinea entre otros.

Produccién de complejos de inmunidad e , .
. ‘s Complemento C3 y proteina C reactiva.
inflamacion

. ) Glucosa, glucégeno y acidos grasos, entre algunos
Control de la homeostasis de moléculas

L. derivados como los triglicéridos, colesterol, acidos
energéticas

biliares, vitaminas Ay D.
. 3 Aminoacidos, urea, metales como el hierro y cobre;
Metabolismo de moléculas N )
bilirrubina y hemo A.
Solventes organicos, pesticidas, herbicidas, toxinas
Destoxificacion de xenobidticos provenientes de plantas, animales y hongos,
drogas y farmacos.

Nota. Informacién recopilada de Schiff y Schiff, (1993); Zakim y Boyer, (1996).
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2.1.3 Matriz extracelular (MEC)

La matriz extracelular (MEC) es un sistema dindmico (Huxley-Jones et al., 2008) formado por una
red tridimensional constituida de macromoléculas en el espacio intersticial celular, cumple
funciones vitales e indispensables como la multiplicacién celular, mantenimiento de la
homeostasis, preservacion fenotipica, procesos bioquimicos y de sefializacion (Figura 2). De
manera general, los principales componentes de una MEC son las colagenas de tipo |, Ill, IV, VII
(Rubin et al., 2006), fibronectina, laminina, integrinas (Schalper et al., 2003) que confieren
estructura, flexibilidad, adherencia celular (Qin et al., 2004; Timpl et al., 2006), la unién con otras
células circundantes y promueven los procesos de sefializacion (Aumailley y Smyth, 1998; Heino,
2007); también se encuentran moléculas como los proteoglucanos, con alta capacidad de
retencién de agua proporcionan turgencia y estabilidad a la MEC, y almacenan factores de
crecimiento y citocinas (Bosman y Stamenkovic, 2003); glucoproteinas especializadas (Scott,
2005), elastina, entactina, fibrilinas, receptores de membrana, factores de crecimiento,
glucosaminoglucanos y metaloproteinasas (Eynard y Mirta, 2008). En conjunto, estas moléculas
de MEC interactuan directamente con los receptores de la superficie celular para regular la

actividad de las células a través de vias de sefializacion (Zaachigna et al., 2006).

Otro punto importante de la MEC es su finalidad para determinar la especificidad tisular, es decir,
su cantidad y composicién llevan a la formaciéon de un tipo de tejido y funciones particulares

(Tomas et al., 2010; Porth et al., 2014).

2.1.4 Composicion bioguimica de la MEC hepatica

De manera concreta, la MEC hepatica estd compuesta principalmente por fibronectina, colagena
tipo | y cantidades minimas de coldgena tipo lll, IV, Vy VI (Arvelo et al., 2001) que se distribuyen
de distinta manera en el drgano: las colagenas |, lll y VI estan presentes en el exterior del higado
formando una capa fibrosa junto con otras células mesoteliales en el intersticio de las triadas
portales, las venas centrales y como recubrimientos delgados en el espacio de Disse, aunque en
este ultimo, abundan mas las tipo Ill y VI (Martinez-Hernandez, 1984). Estas colagenas (I, 1l y VI)

denominadas como fibrilares contienen estructuras rigidas de aminoacidos en forma de una triple
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hélice, conformadas a su vez por haces de fibras heterogéneas que le proporcionan las

propiedades mecanicas al higado (Rodés, 2007).

La coldgena tipo IV es una proteina no fibrilar conformada por cadenas de péptidos en triple
hélice, intercaladas a su vez con fragmentos de proteinas lamininas que le proporcionan
flexibilidad molecular (Xu et al., 2018). Es una de las proteinas mas abundantes de la membrana
basal y es secretado principalmente por las células endoteliales (Rodés, 2007). En el lobulillo
hepatico, se encuentra predominantemente distribuido en el espacio de Disse principalmente en
los sinusoides, estructuras vasculares, musculares, mesoteliales, neurales y epiteliales (Martinez-

Hernandez, 1984).

Finalmente, la fibronectina rodea la superficie de la vasculatura en el intersticio de las triadas
portales de manera discontinua en el espacio de Disse, y cuando el higado se encuentra en

regeneracion, esta proteina rodea las venas centrales (Sell y Ruoslahti, 1982).

Matriz extracelular

Colagena IV Proteoglicanos
Colagena |
Acido
hialurénico
Membrana
citoplasmatica
Receptores
de membrana Célula

Figura 2. Matriz extracelular. Representacion esquematica de los componentes principales de la matriz
extracelular en su forma tridimensional, el cual tiene interaccién con los receptores y proteinas
transmembranales de la célula (Imagen realizada en Biorender, 2020).
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La integridad bioquimica y biomecanica de la MEC hepatica tienen gran importancia para el
mantenimiento del fenotipo de los hepatocitos, asi como de los otros tipos celulares (Martinez-
Hernandez y Amenta, 1993), pues las células tienen la capacidad de detectar cambios en las
propiedades mecanicas de la MEC que pueden afectar sus vias de sefializacion (Pelham et al.,
1998). Estudios han encontrado diferencias significativas en las vias de sefalizacién de las células
cultivadas en modelos de cultivos in vitro de hepatocitos, donde su fenotipo, evidentemente
depende de la naturaleza de la MEC donde se cultiva (Rojkind et al., 1980; Geiger et al., 2001; Lee
et al., 2013). En los sistemas in vivo, las alteraciones en la composicion y la estructura
tridimensional de la MEC hepatica ocasionan la formacién de tejido cicratricial conocido como
fibrosis, hasta llegar a la generacién del Ultimo estadio conocido como cirrosis, que afectan el
microambiente de los tejidos y la biologia de los hepatocitos (Rojkind et al., 1979; Schuppan et

al., 1990; Arvelo et al., 2001).

En andlisis protedmicos de higados de rata realizados por Goddard et al., (2016), a través de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS), se lograron determinar
las proporciones de proteinas pertenecientes a MEC, mismas que corresponden a un 44%,
seguido de un 26.4% de colagenos fibrilares, 15.3% de otros colagenos fibrilares y estructurales,
y aproximadamente 10% de proteinas de membrana basal (Figura 3a). De este total de proteinas,
se destaca que el coldgeno tipo I, es la mas abundante. Asimismo, dentro de la proporcién de
proteinas de MEC, se determinaron las veinte mas abundantes, distintas a coldgena tipo | (Figura

3b).

B MEC de higado MEC de higado
Higado b) c)
a)
Memb. Basal Col. Fibrilar Secretadas
MEC de regul. MEC Estructurales
Col. Asoc. fibrilar Otras de MEC

Figura 3: Analisis protedmico de MEC de higado de rata. a) Proporcién de proteinas de MEC y otras
asociadas a MEC; b) veinte proteinas mas abundantes de MEC de higados de rata y c) veinte proteinas
mas abundantes de MEC distintas a coldgeno tipo | (versién modificada de Goddard et al., 2016).



El conocimiento de la composicidon y cuantificacion de proteinas de MEC ha tenido gran
aplicabilidad en estudios e investigaciones relacionados con la ingenieria de tejidos y de
biomateriales, con la finalidad de esclarecer las respuestas a diferentes estimulos de diversos
tipos celulares para ensayos de tratamientos a enfermedades, biologia de células madre,

regeneracion de tejidos y prueba pre-clinicas de nuevos farmacos.

2.1.5 La mecanica y la rigidez en el microambiente hepatico

Las propiedades mecdanicas de la MEC afectan evidentemente el comportamiento de las células,
y los cambios en la estructura de la MEC ocurridos por algin daifo impactan de manera
significativa las funciones de un drgano o tejido, pudiendo generar como resultado el desarrollo

de enfermedades degenerativas (Kim et al., 2000; Parker et al., 2014; Klaas et al., 2016).

Todas las células del cuerpo humano se encuentran susceptibles a cambios de fuerza fisica como
la tensidén, compresion, presion de flujo sanguineo, esfuerzo cortante, fuerzas mecanicas estaticas
y la gravedad (Wells, 2008). Cada una de ellas son percibidas a través de mecanorreceptores
localizados en la superficie de la membrana plasmatica que interactian directamente con la MEC.
Estas interacciones generan estimulos que convierten las sefiales mecanicas en sefiales
bioquimicas que desencadenan una respuesta celular a través de vias de sefializacion (You et al.,
2018). Este proceso es conocido como mecanotransduccidn. Las sefales de fuerza del exterior
son transmitidas al interior de la célula en cooperatividad con diversos complejos celulares como
receptores mecanosensores de membrana (adhesiones focales, integrinas de unién, cadherinas,
moléculas de adhesién celular, canales idnicos activados por estiramiento, receptores de tirosina
qguinasa, etc.), complejos de proteinas asociados y mecanotransductores como la red
citoesquelética (Lim et al, 2018). La red del citoesqueleto estd conformada por los
microfilamentos de actina, microtubulos y los filamentos intermedios; forman una estructura
dindmica que une la membrana con el nucleo celular, y que ademas le confieren estabilidad y
resistencia a los tejidos ante la deformacién celular. Por su parte, los filamentos de actina se
acoplan a complejos de adhesiones focales mediante las proteinas talina, vinculina o a-catenina,
influyendo en la contractilidad y tensidn citoesquelética, aumentando las fuerzas mecanicas y de

adherencia. En conjunto, estas moléculas perciben los cambios de fuerzas y promueven la
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participacidon de proteinas que amplifican y transmiten las fuerzas para su conversiéon en senales

bioguimicas (Mathieu, 2019; Kang, 2020).

Durante una lesién hepatica, las células y la MEC generan cambios en la microestructura del tejido
hepatico y la circulacion sanguinea, conllevando a la modificacién de las propiedades mecanicas
del higado en términos de rigidez, esfuerzo cortante y presion intersticial (Eipel et al., 2010). El
modulo elastico (E) y el mddulo cortante (G) son dos unidades principales de rigidez (Venkatesh
y Ehma, 2014), cuyos valores en el microambiente mecanico del higado estan co-relacionado con
los diferentes estadios de las patologias hepaticas con base a estudios confirmados (Figura 4)
(Castera et al., 2008; Baiocchini et al., 2016). Los higados fibréticos son mas rigidos que el higado
sano o normal, debido a una elevada deposicidn y reticulacion de MEC durante el proceso de

fibrogénesis (Iwakiri, 2014).

2.5 kPa 7 kPa 9.5 kPa 12.5 kPa 75 kPa
Estadio F3
fibrético
Elastina
Acumulacién Coll
de MEC
Col IV

Figura 4. Mddulo de elasticidad (E) del higado en diferentes estadios fibréticos. Representacion
esquematica de la co-relacion del médulo elastico (en kPa) y el estadio fibrético del higado. Durante la
progresidon de la fibrosis se refleja la abundancia de las principales proteinas de MEC involucradas
(Adaptado de Castera et al., 2008; Baiocchini et al., 2016).

En los cultivos celulares para el modelo de enfermedades, los hepatocitos han sido el principal
tipo celular utilizado para evaluar los efectos que producen los cambios en la rigidez. En cultivos
primarios de hepatocitos se ha demostrado que en sustratos rigidos o blandos (representando
entornos fibréticos y no fibroticos, respectivamente), las células presentan fenotipos totalmente

diferentes. En los sustratos blandos las células permanecen diferenciadas y el tamano celular se
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observa constante; por el contrario, en los sustratos rigidos, las células se extienden y proliferan
(Hansen et al., 2006). También, se ha observado que los niveles de mRNA de albumina se reducen
significativamente ante el aumento de la rigidez. De este modo se concluye que los
microambientes rigidos pueden conducir a una desdiferenciacion celular de los hepatocitos

(Gortzen et al., 2015; Desai et al., 2016).

El entendimiento de las vias de sefalizacidn por mecanotransduccion y su influencia en el
comportamiento celular podria ayudar a la construccién de sistemas biomiméticos que permitan
simular el entorno y la homeostasis de un microambiente hepatico. De este modo se generarian
métodos mds confiables para la generacion de modelos de enfermedades hepaticas o para

estudios de respuesta celular ante ensayos de nuevos farmacos.

2.2 Descelularizacion de tejidos y 6rganos

La descelularizacion es un proceso que consiste en la eliminacion total del material celular de los
drganos o tejidos, con la finalidad de obtener MEC, cuyas propiedades biogquimicas y mecanicas
sean preservadas (Lee, 2014). En su mayoria, estos procedimientos son orientados a la generacion

de biomateriales para mejorar las condiciones de los cultivos celulares.

Las investigaciones pioneras en la generacion de MEC de tejidos tuvieron sus origenes en la
década de los ochenta (Hjelle et al., 1979; Rojkind et al., 1980). Mas tarde, a mediados de la
década de los noventa, Badylak et al, (1995), generaron MEC de submucosa intestinal
descelularizada a través de métodos mecanicos para conservar Unicamente las capas de tejido
conectivo. Posteriormente, el mejoramiento de los protocolos de descelularizacion, permitid
obtener MEC de tejidos simples de piel (Chen et al., 2004), tejido vascular (Schmidt et al., 2000),
valvulas cardiacas (Elkins et al., 2001), vejiga (Schultheiss et al., 2005), hasta drganos mas
complejos como el higado (Gilbert et al., 2006) y corazén (Mazza et al., 2015), mostrando
resultados comprometedores que conllevarian a su utilizacién en el 4drea biomédica y de

ingenieria de tejidos. Estos acontecimientos destacados se encuentran resumidos en la Figura 5.

Las funciones de los drganos se encuentran directamente relacionados con la composicién

bioquimica y propiedades biofisicas de las MEC, y esto ha determinado el motivo por el cual las
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células de un drgano especifico muestran una preferencia innata hacia los biomateriales de MEC
descelularizadas del érgano de origen (Cortiella et al., 2010). Este argumento fue demostrado
experimentalmente por Nakayama et al., (2013) al recelularizar con células madre embrionarias
humanas, MEC descelularizadas de rifién y pulmoén de mono Rhesus (Macaca mulatta). Las células
madre lograron diferenciarse a células renales y pulmonares, respectivamente, presentando
caracteristicas morfoldgicas propias de cada tipo celular; ademas, los niveles de expresién génica

de los genes asociados a los 6rganos aumentaron significativamente en el tiempo de cultivo.

Los andlisis protedmicos de las MEC de rifidn y pulmdn, revelaron entre si variaciones entre las
proporciones de proteinas, por lo que probablemente, estas combinaciones junto con otros
factores de crecimiento residuales y moléculas solubles permanecidos en las MEC
descelularizadas, sean responsables de llevar a cabo la diferenciacion y la organizacidon de las
células (Nakayama et al., 2013). La explicacion mdas cercana que sostiene estos fendmenos es
debido a que las proteinas especificas de las MEC se distribuyen de manera muy distintiva a través
de los compartimentos del érgano, quedando como ‘huellas’ para las células que llegasen a residir

(Lugue et al., 2013).

Las MEC descelularizadas de tejidos y 6rganos ofrecen multiples ventajas para la fabricacion de

biomateriales:

i.  Preservacién de la estructura y composicidon ante una organizacidn y remodelacién de los
tejidos (Badylak et al., 2011; Song et al., 2011).

ii. Las propiedades fisicoquimicas de las MEC regulan los procesos de migracion y
diferenciacién celular (Cortiella et al., 2010; Nakayama et al., 2013; Garreta, 20161).

iii.  Durante la realizacidon de un trasplante, no se genera rechazo o incompatibilidad por el
sistema inmune debido a la conservaciéon de los componentes de las MEC (Bernard et al.,
1983; Chung et al., 2006).

iv.  Conservan las propiedades biomecanicas de manera muy similar al tejido nativo (Ott et
al., 2008; Luque et al., 2013).

v.  Promueven una respuesta constructiva de remodelacién en una variedad de tejidos para

la realizacién de estudios pre-clinicos y clinicos (Londono et al., 2015; Badylak et al., 2016).
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vi.  Garantiza el mantenimiento de las funciones celulares, asi como la conservaciéon del

fenotipo (Bissell et al., 1987; Cortiella et al., 2010).

Linea del tiempo

Biosintesis de la matriz de la membrana basal por
glomérulos renales de rata aislados (Hjelle et al.,
1979).

Biomatriz de tejido conectivo para cultivos a
largo plazo de hepatocitos de rata normales

(Rojkind et al., 1980). Generacion de matrices de submucosa intestinal de

cerdo para la reparacion de tendones en modelos
caninos (Badylac et al., 1995).

Descelularizacion de tejidos simples: piel, tejido
vascular, valvulas de corazén y vejiga (Chen,
2004; Schmidt, 2000; Elkins, 2001; Schultheiss,
Por primera vez, descelularizacion completa del
corazon de raton (Ott et al., 2008).

Descelularizacion completa de rifidén y pulmones
de humano (Orlando et al.,, 2013; Nichols et al.,
2013).

Descelularizacion completa de corazdn e higado
humano (Sanchez et al, 2015; Mazza et al,
2015).

Figura 5. Linea del tiempo de estudios basados en o6rganos descelularizados. En el esquema se
representan las investigaciones con tejidos y érganos descelularizados mds destacadas y pioneras las
ultimas 4 décadas.

2.2.2 Técnicas de descelularizacion

Los protocolos de descelularizacién 6ptimos generan MEC libres de componentes celulares y
material genético (ADN y ARN) en un tiempo determinado que dependera de la naturaleza del
tejido u 6rgano vy, por supuesto, de la técnica empleada. Con base a ello, se pretenden obtener
MEC cuyas propiedades bioquimicas, estructurales y mecdnicas sean conservadas (Montoy et al.,

2009; Sawada et al., 2008).

Técnicas como la perfusion y de inmersidn/agitacion han sido principalmente utilizadas para los

procesos de descelularizacidn; sin embargo, existen otras técnicas como por gradiente de presion
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(Montoya et al., 2009), fluido supercritico (Sawada et al., 2008), lavados por soluciones hipo e
hiperténicas (Dahl et al., 2003), digestidén enzimatica con proteasas y nucleasas (Woods y Gratzer,

2005; Bader et al., 1998), sonicacion (Fitzpatrick et al., 2010), entre otros.

2.2.3 Perfusion

La descelularizacidon por perfusion es comunmente utilizada en érganos que presenten una
estructura vascular ramificada y definida, para que los componentes y soluciones
descelularizantes puedan ser distribuidos a través de la vasculatura de manera homogénea por
todo el drgano. Esta técnica ha sido empleada en érganos como corazén e higado, donde su
arteria o vena principal pueden ser canuladas para perfundir soluciones de descelularizacion bajo
condiciones fisiolégicas (Ott et al., 2008). Generalmente, los protocolos de descelularizacién por
perfusién se basan en el uso de detergentes idnicos y no iénicos como el dodecil sulfato de sodio
(SDS) y Tritén X-100, respectivamente. El SDS se encarga de eliminar la mayoria de los
componentes celulares al desnaturalizar algunas moléculas de las membranas citoplasmaticas y
nucleares (Rieder et al., 2004; Woods y Gratzer, 2005). Asimismo, Shupe et al., (2010), lograron
generar el primer protocolo de descelularizacidon de higados de ratones empleando SDS, el cual

permitio eliminar cualquier componente celular, especificamente ADN.

El Tritén X-100 es el agente mas utilizado para la descelularizacién de higados (Nari et al., 2013).
Y aunque todavia su funcién no estd muy clara, se ha demostrado en trabajos previos su
capacidad de eliminar residuos celulares y nucleares (Dahl et al., 2003; Grauss et al., 2005). A
diferencia del SDS, el Tritén X-100 conserva la integridad de las colagenas de la MEC (Guyette et
al., 2014). Las formulaciones para la descelularizacion también se ven complementadas con
enzimas como la tripsina y nucleasas para una mejor extraccion de ADN/ARN (Soto-Gutierrez,
2011), hidroxido de amonio (Baptista et al., 2011) y agentes quelantes como EDTA (acido

etilendiaminotetraacético) y EGTA (acido aminopolicarboxilico) (De Kock et al., 2011).
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2.2.4 Inmersion/agitacion

La descelularizacién por medio de la técnica de inmersion/agitacién se logra mediante la
sumersion de tejidos en fragmentos pequeios en soluciones descelularizantes mientras se
somete a agitacién mecanica. Por lo regular, se realiza cuando los érganos carecen de una
vasculatura o el acceso a estas estructuras es dificil; a diferencia de la perfusién, esta técnica

requiere de un mayor tiempo de proceso para la descelularizacién (Garreta et al., 2017).

Existen dos tipos de agitacion: la directa e indirecta. La primera, consiste en el uso de un agitador
orbital para la remocién celular de tejidos sumergidos en las soluciones descelularizantes
(Meezan et al., 1975). Por otro lado, la sonicacidon es una agitacion mecanica indirecta que
ocasiona dafio celular a causa de las ondas sonoras (Fitzpatrick et al., 2005); no obstante, no logra
ser suficiente este paso para una descelularizacién completa del tejido (Takami et al., 2005; Hung

et al., 2013), es por ello que esta técnica deber ser complementado con agentes quimicos.

2.3 Cultivo celulares biomiméticos

Los cultivos celulares biomiméticos son sistemas que proporcionan un microambiente dptimo
gue permite mejorar y mantener las actividades metabdlicas de la célula. En este sentido, es
necesario el uso de sistemas de andamiaje o biomateriales, como soportes o sustratos que
contengan las caracteristicas fisicas vy fisioldgicas cercanos a los modelos in vivo,; de este modo,
se llevardn a cabo estimulos celulares que permitird generar una respuesta a través de vias de
sefializacion, regulando procesos de proliferacion y diferenciacion (Lanza et al., 2011; ljima et al.,
2019). En otras palabras, los andamios tienen el objetivo de imitar el medio bioldgico y
fisicoquimico de una MEC natural, ejerciendo como un sustrato de adhesién de las células
cultivadas, para proveer un soporte mecdanico temporal y dirigir la diferenciacién o mantener el

fenotipo celular (Yeong et al. 2004).

Evidencias experimentales han mostrado que en los sistemas de andamiaje, la rigidez o médulo
de elasticidad es una de las propiedades mecanicas que tienen gran influencia en el
comportamiento celular, en conjunto con otras propiedades bioquimicas. En los sistemas in vivo,

cambios en la rigidez del érgano o tejido estan estrechamente relacionados con la fibrosis, el
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cancer y algunas enfermedades (Pelham y Wang, 1997; Yeung et al., 2005). Por tal motivo, se
intentan disefar plataformas de cultivo cuyas caracteristicas mecanicas sean controlables en
funcién de la MEC que se requiera biomimetizar, ya que la mayoria de los modelos biolégicos de
cultivo in vitro tradicionales, se basan en el uso de sustratos planos y rigidos como vidrio
(cubreobjetos) o plastico (cajas de cultivo de poliestireno), donde sus propiedades mecanicas se
encuentran alejadas de las condiciones fisioldgicas de los tejidos (Yeung et al., 2005), conllevando
a destacables cambios en el comportamiento celular como morfologia aplanada, polarizacidn
anormal, proliferacién, adhesién y pérdida del fenotipo diferenciado (Pelham y Wang, 1997;

Engler et al., 2004b; Reinhart-King et al., 2005; Khatiwala et al., 2006; Baker y Chen, 2012).

2.3.1 Hidrogeles en cultivo celular

Existe una amplia diversidad de materiales para la construccién de andamios, cuyas
caracteristicas fisicoquimicas como la geometria, propiedades de superficie (ejemplos
visualizados en la Figura 6), porosidad, tamafio de poro, densidad, tamafio de fibras, fuerzas de
tensidon mecdnicas y biocompatibilidad, influyen de manera importante en la adhesidon celular y
proliferaciéon (Boyan et al, 1996). Cumpliendo con algunas caracteristicas anteriormente
mencionadas, los hidrogeles se han convertido en una alternativa prometedora para el cultivo
celular debido a la estrecha semejanza con la MEC nativa (Liaw et al., 2018), su capacidad de
adhesién celular y retencion de proteinas (Tibbitt y Anseth, 2009), ademas de poseer propiedades
mecanicas y bioquimicas interesantes para multiples aplicaciones en el area biomédica vy

biotecnoldgica (Cruz-Acuna y Garcia, 2016).
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a) b) c)

Figura 6. Microscopias electronicas de estructuras tridimensionales de MEC. Imagenes
representativas de las nanoestructuras de a) fibras de coldgena de un hidrogel de colagena tipo |, b)
Matrigel® y c¢) MEC de higado de rata con la presencia de fibras de coldgena. Claramente, se logra
apreciar la arquitectura particular de cada biomaterial. Imagenes obtenidas de Safer et al.,(2015);
Poincloux et al., (2009).
Los hidrogeles son materiales poliméricos altamente hidratados, con un contenido de agua mayor
a 30% en peso, conformados por redes reticuladas de las cadenas poliméricas en presencia de
agua o medio fisiolégico, otorgdndoles una organizacion estructural tridimensional, formado a su
vez por interacciones fisicas o por interacciones quimicas entre los grupos funcionales presentes
(Peppas, 1986; Peppas, 1996; Hoffman, 2002; Drury, 2003; Klouda, 2008). Las cadenas poliméricas
gue conforman los hidrogeles pueden ser de origen natural o sintético. Dentro de los naturales
se encuentran coldgena (Wallace y Rosenblatt, 2003), fibrina (Eyrich et al., 2007), alginato (Kong
et al., 2003), acido hialurdnico (Solchaga et al., 2002), gelatina (Kim et al., 2004) y quitosano (Suh
y Matthew, 2000); los polimeros de origen sintético se encuentran copolimeros como fumarato

de propileno (PPF) (Behravesh y Mikos, 2003), polietilenglicol (PEG), polivinil alcohol (PVA)
(Bryant et al., 2004) y poliacrilamida (PA) (Tse y Engler, 2010).

2.3.1.1 Hidrogeles de colagena

La colagena es una de las proteinas que principalmente conforma a los tejidos; particularmente
la colagena tipo | es la mds comun y el principal componente estructural de muchos tejidos
(Shoulders y Raines, 2009). Debido a esto, resulta ser un material muy un atractivo para los
modelos en cultivos celulares. Los principales materiales consisten en hidrogeles de colagena tipo
|, pero también se incluyen los tipos Il y Ill. Para la obtencién de la colagena tipo | para la

elaboracion de los hidrogeles, generalmente se derivan del tenddn de cola de rata y
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posteriormente, se lleva a cabo una solubilizacidén con pepsina o acido; sin embargo, actualmente
los hidrogeles de coldgena tipo | se pueden encontrar disponibles con una gran variedad de

proveedores (Caliari y Burdick, 2016).

Por representar uno de los principales componentes de la MEC, los hidrogeles de coldgena tipo |
ofrecen la ventaja de generar un microambiente biomimético para las células, pues son ideales
para la adhesion celular y presentan un entorno viscoelastico similar al nativo; por el contrario, la
desventaja que disponen es la baja rigidez, disminucién de la estabilidad a largo plazo y su
variacion entre lotes. Las propiedades mecanicas de los hidrogeles se determinan en funcién de
la concentracidon de coldgena; la elaboraciéon de hidrogeles > 1kPa, implica dificultades al
ocasionar un grado de reticulacion extenso, generando asi la degradabilidad de las fibras de
colagena. Asimismo, han reflejado cambios en la accesibilidad de los ligandos de adhesién celular,
viéndose limitado su control y uso. A pesar de ello, los hidrogeles de coldgena tipo | al menos han
evidenciado ser excelentes modelos en los cultivos in vitro durante los procesos de migracion

celular (Kim et al., 2008; Doyle et al., 2015).

2.3.1.2 Hidrogeles de Matrigel

Ademas de los hidrogeles de coldgena tipo |, existen otros hidrogeles derivados de MEC y que
también contienen colagena en su composicion. Matrigel® es una preparacién de proteinas
extraidas de membrana basal de tumores de sarcoma de ratén Engelbreth-Holm-Swarm (EHS),
compuesta principalmente de laminina (¥60%), coldagena tipo IV (~30%), entactina (~8%),
proteoglicanos de sulfato de heparan, perlecano (~2-3%) (Corning, 2019) y factores de
crecimiento (Kleinman y Martin, 2005). Matrigel ha sido protagonista de multiples investigaciones
en diversos tipos celulares y ha demostrado ser una herramienta practica y util; se han utilizado
para cultivar y expandir células pluripotenciales humanas (hPSC) (Xu et al., 2001), neuronas
(Quian y Saltzman, 2004; Lee et al., 2015), cardiomiocitos (Laflamme et al., 2007) y hepatocitos
(Sellaro et al., 2010). Ademas, los recubrimientos de Matrigel ante los modelos de tubulogénesis
endotelial (Ponce, 2001, 2009) y encapsulacion 3D para la ingenieria de tejidos (Mondrino et al.,
2006; Li y Guan, 2011), son otras de las multiples aplicaciones en los que los hidrogeles de
Matrigel han destacado. A pesar de su versatilidad de aplicaciones, Matrigel se encuentra
rigurosamente limitada debido a la variabilidad en su composicién entre lotes o proveedores, y

35



por la presencia de contaminantes exdgenos. En consecuencia, han surgido indicaciones para
tener la precaucion en la confiabilidad e interpretacion de los resultados en los cultivos celulares,
sugerida por la variabilidad de la composicién de hidrogel (Vukicevic et al., 1992; Benton et al,,

2011).

De modo similar a lo que sucede en la composicién, las propiedades mecdnicas también
presentan variabilidad entre lotes y también pueden variar en funcién de la temperatura y
método de prueba. En experimentaciones, se ha logrado determinar la variacion de la rigidez o
modulo de elasticidad de los hidrogeles de Matrigel. Por ejemplo, con microscopia de fuerza
atdémica, los valores encontrados han sido de 400-840 Pa hasta 1-3 kPa (Soofi et al., 2009); con
interferometria mecanica in situ el promedio de las mediciones a granel es ~650 Pa con
variaciones hasta los 1-2 kPa (Reed et al., 2009). La heterogeneidad en la rigidez de Matrigel se le
ha atribuido principalmente a los cambios graduales en la remodelacién de la MEC y al espesor
del hidrogel a lo largo del tiempo (Reed et al., 2009), asi como también a la influencia del sustrato

subyacente sobre el hidrogel (Kohen et al., 2009).

2.3.1.3 Hidrogeles de MEC descelularizada

Los tejidos y organos descelularizados han tenido un enfoque importante en las aplicaciones
clinicas para la reparacién y regeneracion de tejidos, asi como también para estudios pre-clinicos
en la medicina regenerativa y farmacologia. Recientemente, se ha mostrado un gran interés en la
produccién de hidrogeles de MEC de tejidos descelularizados debido a su esperada
biocompatibilidad y bioactividad por encima de los hidrogeles convencionales (Malafaya et al.,
2007); ademas, los componentes de las MECd proporcionan la cantidad de informacidn suficiente
y necesaria para el funcionamiento celular como el crecimiento, diferenciacién, proliferacién y
migracion (Frantz et al.,, 2010). En este sentido, los andamios a partir de MECd parecen ser

prometedores para ser los sustratos biomiméticos ideales para recrear el microambiente celular.

El proceso que ejerce la formacién de los hidrogeles de MEC descelularizada (MECd) es el
autoensamblaje de proteinas y péptidos regulado principalmente por la presencia de colagena,
glucosaminoglicanos y proteoglicanos de la MEC (Brightman et al.,, 2000). Después de la

descelularizacién, las MEC se pulverizan y luego se someten a procesos de solubilizacién o
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digestiones enzimaticas; los protocolos mds comunes de solubilizacion enzimatica utilizan
pepsina gastrica bovina (Drake et al., 1966; Miller, 1972) con la finalidad de romper enlaces de
telopéptidos de la estructura de la triple hélice de la colagena bajo condiciones acidas (acido
clorhidrico diluido) (Hulmes, 2008; Freytes et al., 2008), seguido de una reaccién de
neutralizacion. De esta manera, los mondmeros proteicos disponibles y la neutralizacidn
controlada por temperatura y pH, permitirdn el ensamblaje espontdneo de los enlaces
intramoleculares para la formacion del hidrogel. A su vez, la cinética de polimerizacion estard
influenciada por la naturaleza bioquimica del tejido nativo y las proteinas que hayan quedado

prevalecidas después del proceso de descelularizacién (Crapo et al., 2011; Keane et al., 2012).

Las propiedades mecanicas y bioldgicas de los hidrogeles de MECd muchas veces son
dependientes del tipo especifico de MEC y su concentracién en soluciéon (Wolf et al., 2012); no
obstante, muchas de estas propiedades se han visto modificadas después de la descelularizacidn
(Nakayama et al., 2010; Goh et al., 2013). En células madre, estos cambios en la rigidez de los
hidrogeles de MECd pueden afectar la diferenciacién celular, alterando la funcién a causa de los
procesos de mecanotransduccién (Engler et al., 2006, 2007; Reilly y Engler, 2010; Pennesi et al.,
2011; Tse y Engler, 2011); sin embargo, existen reticulantes quimicos como el glutaraldehido
(Singelyn y Christman, 2011), etildimetilaminopropil carbodiimida y N-hidroxisuccinimida (Liao y
Simionescu, 2013) que modulan la rigidez de los hidrogeles en funcién a las necesidades del

cultivo.

En modelos hepaticos, multiples investigaciones han dilucidado que la MEC tiene la capacidad de
mantener le fenotipo de los hepatocitos. Las células fueron cultivadas entre dos capas de hidrogel
de MECd de higado porcino y preservaron su fenotipo al observarse los marcadores bioquimicos
como la produccién de albumina, urea y capacidad de transporte (Sellaro et al., 2010). Por otro
lado, en hepatocitos de cultivo primario embebidos en hidrogeles de MECd de higado, mostraron
alta actividad de sintesis de albumina vy actividad etoxi-resorufina-O detilasa (EROD) durante 3
semanas de cultivo; ademds mostraron una alta supervivencia cuando los hidrogeles con los
hepatocitos embebidos fueron implantados en ratas hepatectomizadas, logrando demostrar la
formacién de una estructura muy similar al tejido hepatico 2 veces con respecto a hepatocitos

embebidos en hidrogeles de colagena (ljima et al., 2019).
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2.3.1.4 Incorporacion de proteinas de MEC en hidrogeles de PA

Los hidrogeles, a pesar de mostrar una gran capacidad de imitar una MEC en cuanto a su
microestructura y composicion (Tibbitt y Anseth, 2009), no logran todavia obtener la complejidad
bioldgica consistida por la gran diversidad de moléculas propias de la MEC nativa (Boudreau y
Bissell, 1998). Regularmente, muchos hidrogeles son complementados con moléculas de MEC
como el acido hialurénico (Hassan et al.,, 2013), colagenas (Rafat et al., 2008; Callahan et al,,
2012), lamininas (Suriy Schmidt, 2010), elastinas (Annabi et al., 2013) o fibronectinas (Ingenito et
al., 2010), con la finalidad de modificar el entorno celular y mejorar algunas de sus funciones
biolégicas. Por tal motivo, se han intentado incorporar péptidos conjugados a las cadenas
poliméricas de los hidrogeles, como alternativa ante las desventajas que estos materiales
proporcionan. Hasta ahora, uno de los mejores candidatos considerados para realizar las

mencionadas modificaciones, son los hidrogeles sintéticos.

Particularmente, la poliacrilamida es un polimero sintético producto de la reaccidon de
mondmeros de acrilamida y el reticulante bis-acrilamida, en presencia de persulfato de amonio
(APS) y tetrametiletilendiamina (TEMED) (Figura 7); ambos funcionan como fuente de radicales
libres y como catalizadores para iniciar la polimerizacidn por los radicales redox, respectivamente.
Por otro lado, la PA ofrece interesantes ventajas para su aplicacion en los cultivos celulares; entre
ellas, es la posibilidad de modificar su moddulo de elasticidad o rigidez variando las
concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida (Pelharm y Wang, 1997; Tse y Engler, 2010), sin
alterar la naturaleza quimica de la superficie del material, misma que es importante para la
propagacion celular debido a la densidad del ligando conjugado (Engler et al., 2004a); ademas, la
PA es un polimero inerte donde interactian moléculas adhesivas selectivas para unirse
covalentemente a la red polimérica, funcionando asi como ligandos para la adhesion celular
(Georges y Janmey, 2005). Debido a esto, existen protocolos estandarizados para la fabricaciéon
de hidrogeles de PA con rigidez controlable y acoplamiento de proteinas (Tse y Engler, 2010);
recientemente, estos protocolos también han sido disefados para el cultivo celular en cajas de
poliestireno multipozos para ensayos de mecanobiologia (Diaz-Bello et al., 2019). La modulacién
de la mecdnica y la bioquimica, puede dirigir a una compresidon mas profunda de las posibles

respuestas celulares complejas que muchas veces no se logran visualizar con hidrogeles naturales.
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Acrilamida N,N’-Metileno-bis-acrilamida (BIS) ——p

Persulfato de amonio TEMED Poliacrilamida

Figura 7. Reaccion de polimerizacion de la acrilamida. La N, N’-Metileno-bis-acrilamida (BIS) actua como
un reticulante entre las subunidades de la acrilamida. La catalisis esta dada por la generacidn de radicales
libres por el persulfato de amonio en presencia de TEMED. El producto final es una red polimérica, la cual
su tamafio de poro puede ser controlada por la concentracién de acrilamida y BIS reticulante. Imagen
tomada y modificada de Kamdow et al., (2007).

En un estudio realizado con células madre mesenquimales humanas (hMSC), se observd que su
propagacion y proliferacién aumentan en proporcién al incremento de la rigidez de la PA, pero
ocurria menos en los hidrogeles de PA recubiertos con laminina con respecto a los recubiertos
con proteinas de MEC, lo que sugiere que la presencia de ligandos adhesivos a la superficie
pueden modificar la respuesta celular (Rowlands et al., 2008). De la misma forma, otra de las
investigaciones mas sobresalientes, ha sido el cultivo de hepatocitos sobre sustratos de PA con
distintos rangos de rigidez fisiolégica recubiertos con proteinas de colagena, como modelos de
fibrosis hepatica. En este experimento, las células cultivadas en los sustratos mas cercanos a las
condiciones fisioldgicas al higado sano, mostraron una mayor regulacion funcional del factor
nuclear 4a de los hepatocitos (HNF4a), mientras que la matriz fibrdtica inhibié la regulacién

transcripcional de este factor tipico de fenotipo de hepatocitos (Desai et al., 2016).

39



3. JUSTIFICACION

El higado representa uno de los 6rganos mds importantes en seres humanos, desempefia
funciones como el metabolismo de xenobidticos vy la sintesis de biomoléculas indispensables para
la vida, por lo que el dafio en este drgano podria comprometer las funciones vitales en los
individuos. De ahi la importancia de los cultivos celulares para la evaluacién de farmacos en las
pruebas pre-clinicas y verificar si estas tienen efectos hepatotéxicos. Sin embargo, los cultivos in
vitro convencionales de hepatocitos, muchas veces no disponen de las condiciones adecuadas de
adhesiodn celular al sustrato o soporte en que se encuentran, lo que implica que la célula pierda
algunas de sus caracteristicas fenotipicas a las pocas horas de cultivo. Como alternativa, se han
intentado generar biomateriales derivados de proteinas derivadas de matriz como la colagena
tipo | de tenddn de cola de rata y Matrigel®, debido a su capacidad adherente en la interaccién
célula-sustrato; no obstante, la principal desventaja que presentan, es que todavia no logran
recrear el microambiente de una matriz hepatica, lo que podria desencadenar una pérdida de
fenotipo de los hepatocitos. Por esta razén, es necesaria la busqueda de nuevas estrategias
biotecnoldgicas para la generacion de materiales biomiméticos a partir de proteinas de MECd,
gue permitan imitar y recrear de mejor manera el microambiente mecdnico y bioquimico de un
tejido hepatico nativo en conjunto con combinaciones de otras proteinas derivadas de MEC.
Asimismo, encontrar la combinacion ideal de componentes proteicos de MEC, seria un desafio
para la promocién de la adhesidn celular en hepatocitos sobre los andamios de cultivos celulares,
pues se ha evidenciado que la adherencia celular al sustrato es un proceso clave para el

mantenimiento de la sobrevivencia y conservacién fenotipica de los hepatocitos.

Con esta tecnologia, en un futuro se podrian realizar cultivos celulares para la regeneracién de
tejidos hepaticos, asi como ensayos pre-clinicos para la prueba de nuevos farmacos que induzcan

una respuesta celular.
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4. HIPOTESIS

Los péptidos diferenciales de MECd incorporados a hidrogeles de rigidez suave, proporcionaran
mejores condiciones en la respuesta al esparcimiento y agregacion celular en cultivo primario de

hepatocitos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los péptidos diferenciales derivados de MECd de higado sobre el

esparcimiento y agregacion de hepatocitos cultivados en hidrogeles de rigidez controlada.
5.2 Objetivos especificos

1. Extraer péptidos diferenciales derivados de MECd de higados de rata.
2. Incorporar péptidos diferenciales a hidrogeles de poliacrilamida de diferente rigidez.

3. Evaluar los cambios ocurridos en el esparcimiento, agregacion y supervivencia celular.
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6. MATERIALES Y METODOS

Descelularizacion

Higado MEC Hidrdlisis
enzimatica con

|:> pepsina Caracterizacion
de proteinas de
MEC
Proteinas de MEC

Bomba de
perfusidon

Hidrogeles de rigidez
controlada

— =

Cultivo primario in vitro de

hepatocitos Poliacrilamida + proteina de MEC

conjugada

Figura 8. Esquema general de la metodologia experimental.

6.1 Descelularizaciéon de higados de rata

Las MECd se obtuvieron de higados de rata macho de la cepa Wistar de 250-300 g. Primeramente,
las ratas se anestesiaron con 0.5 mL de pentobarbital sédico y se realizé la laparotomia realizando
una incisién en linea recta en el centro del abdomen y dos cortes perpendiculares en direccién a
los rifiones. Los érganos de la cavidad abdominal fueron removidos para dejar expuesto

solamente al higado y las venas porta y cava.
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Con el apoyo de unas pinzas de sujecidn, se colocaron dos hilos por debajo de la vena porta: uno
sencillo denominado hilo guia y el segundo (doble o triple) denominado hilo de amarre, tal como
se observa en la Figura 6a. El hilo de guia ayuda a tensar la vena para observar su direccion vy el
hilo de amarre, colocado antes de la bifurcacion que se dirige hacia los diferentes lébulos, es el

que posteriormente sujetard la vena porta con la cadnula y soportard todo el peso del higado.

Una vez colocado los hilos, se administré 0.2 mL de heparina sddica 1000 Ul/mL en la vena cava
para evitar la coagulacién en caso que el animal falleciera antes del término de la operacion. A
continuacion, se realizé una pequefa incisidon en la vena porta y con el apoyo del hilo guia se
insertdé cuidadosamente una canula (previamente conectada a una bomba peristdltica) para
iniciar un pre-lavado con agua desionizada a 4°C y desgasificada por sonicacién, a un flujo de 5
mL/min. La vena porta y la canula quedaron sujetas entre si realizando un nudo firme con el hilo
de amarre y finalmente, se extrajeron los higados completos retiraron los excesos de tejido
adiposo, muscular y conectivo. En seguida, los higados fueron colocados y sujetados
cuidadosamente en vasos de precipitados hasta concluir con el pre-lavado por 30 min (Figura 9b-

c).

Los higados lavados se trasladaron a vasos de precipitados que contenian 600 mL de una solucién
de descelularizacion previamente desgasificada, compuesta por 1% Tritéon X-100, 0.1% NH4OH
[30%], 0.01 pg/mL de DNAsa pancreatica bovina [10 pg/mL] y 0.1 mM de MgCl, en agua
desionizada. Los higados fueron perfundidos con la solucién de descelularizaciéon y se
mantuvieron en recirculacién durante toda la noche a un flujo constante de 5 mL/min, a

temperatura ambiente (Figura 6d).

Al finalizar el proceso de descelularizacion, los higados se lavaron con agua desionizada durante
4 hy las MEC resultantes se colocaron en cajas Petri de vidrio, se eliminé el exceso de agua y por

ultimo, se almacenaron a -70°C hasta su posterior uso.
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Figura 9. Proceso de canulacidon durante la descelularizacion. a) La vena porta queda expuesta para
colocar los hilos guia y de amarre. b) La punta de la canula y su sujecion con la vena debe situarse antes
de la bifurcacidn. c) El nudo durante la sujecidn debe ser suficientemente fuerte para sostener al higado
durante todo el proceso de descelularizacion y d) el higado debe estar sumergido ligeramente en la
solucioén.

6.2 Aislamiento de péptidos de MECd

Las MECd se liofilizaron a -70°C y 200 mTorr durante 12 h o hasta observar la ausencia total de
agua. Se obtuvo el peso seco de cada una y se maceraron en un mortero con nitréogeno liquido
hasta la obtencidon de un polvo fino. Luego, en tubos cdénicos se realizaron las digestiones
enzimaticas con pepsina gastrica bovina con base a la relacion de 10 mg de MECd/mg de
pepsina/mL de HCI 0.1 N y se mantuvieron en un agitador orbital a temperatura ambiente. Los
productos de la reaccién enzimatica se recuperaron en microtubosde 1.5mLa 1, 2,4, 6, 24y 48
h, y estos se neutralizaron con NaOH 10 M para inactivar la reaccidn en cada tiempo de digestién.
Posteriormente, todas las muestras se centrifugaron a 13300 rpm (17000 xg), durante 10 min a
4°C, se recuperaron los sobrenadantes (proteinas solubles) de cada producto de la digestién

enzimatica y finalmente, se conservaron a -70°C.

6.3 Caracterizacion de proteinas de MECd

Las proteinas digeridas enzimaticamente se cuantificaron por el método de Lowry con base al
protocolo del Kit DC Protein Assay de BioRad®, empleando una curva estandar de albumina de
suero bovino (BSA) [1.5 mg/mL] con las concentraciones [0.25, 0.5, 1.0 y 1.5] mg/mL y como
muestra blanco se empled buffer de fosfatos salino (PBS). Las proteinas de MECd a cuantificar se

diluyeron en PBS a una relacién 1:10.
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Los datos de absorbancia se obtuvieron por espectrofotometria a una longitud de onda de 750
nmy se determind la ecuacién lineal en Microsoft® Office Excel para conocer las concentraciones

de proteinas en la dilucién.

Con la finalidad de realizar un perfil comparativo de péptidos de las proteinas a utilizar para la
fabricacion de los sustratos de cultivo, se realizd SDS-PAGE 8% y sobre los geles de poliacrilamida
(29:1) se colocaron 40 ug de proteinas de MECd y 20 ug de otras proteinas derivadas de MEC:
coldgena tipo | (Col 1) de tenddén de cola de rata, membrana basal (MB) de Matrigel® y
combinaciones (en término de porcentaje) 50/50 y 75/25 de Col | y MB, respectivamente. Las
proteinas se separaron durante 1.5 h a 120 V. Finalizando, los geles se tifieron con azul de

Coomassie R250 y nitrato de plata (ver Anexo 1) para visualizar el perfil de péptidos obtenidos.

Para identificar las proteinas presentes y su abundancia en cada una de las muestras, se realizé
inmunoblot (protocolo detallado en Anexo Il). Para ello, las proteinas separadas por SDS-PAGE
fueron transferidas a membranas de PVDF (polivinildifluoruro), se incubaron con una solucién de
bloqueo compuesta por 5% suero de leche baja en grasa en TBST 1X (Tris-HCI, 150 mM NaCl y
0.1% Tween-20, pH 7.6) por 1 h en agitacidn y se lavaron tres veces con agua desionizada y uno
con TBST 1X. Luego, las membranas se incubaron con anticuerpos policlonales primarios de ratén
para colagena tipo | a una dilucién 1:2000 en 5 mL de TBST 1X durante toda la noche en agitacion
a 4°Cy los anticuerpos secundarios anti-ratén conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) a una
dilucién 1:5000 en TBST 1X durante 1 h en agitacidn, a temperatura ambiente. Posteriormente,
las membranas se lavaron tres veces con TBST 1X, cada uno durante 5 min; se incubaron con
luminol y sustrato para peroxidasa para la reaccién quimioluminiscente vy, finalmente, fueron

reveladas en placas de rayos X.

6.4 Cultivo primarios de hepatocitos

Para el cultivo primario de hepatocitos de rata, primeramente se elaboraron sustratos de hidrogel
de PA derigidez controlada de 1y 20 kPa, sobre cubreobjetos de 20 mm de vidrio funcionalizados,
con base a los protocolos descritos por Tse y Engler, 2010 y Cretu et al., 2010 (ver Anexo lll). Los
valores de rigidez fueron seleccionados en funcion de obtener condiciones cercanas y alejadas al

rango fisiolégico de la matriz hepatica nativa. Posteriormente, se entrecruzaron 0.1 mg/mL de
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todas las proteinas derivadas de MEC y MECd empleando el método de fotoadhesién con NH-

éster acrilato, Irgacure® 2959, inducidos con luz UV a 365 nm.

Los sustratos de hidrogel de PA entrecruzados con las proteinas fueron colocados en cajas
estériles de poliestireno de 12 pozos y se prosiguio con la siembra de los hepatocitos de rata de
cultivo primario, en una densidad celular de 2.5 x 10° en medio Feeding (medio Dulbecco’s
modified Eagle’s, BSA, tampdn de HEPES 1M, piruvato de sodio 100 mM, NaH,COs, galactosa,
prolina, insulina, transferrina, selenio y glutamina 200 mM) complementada con antibidticos,

incubadas a 37°C en una atmadsfera de 5% CO,.

Para evaluar la capacidad proliferativa de los hepatocitos, se afiadieron 20 ng/mL de el factor de

crecimiento epidermal (EGF) a las 72 h de cultivo, en cada uno de los tratamientos.

6.5 Ensayo de inmunofluorescencia y TUNEL

Para el ensayo de deteccidon de apoptosis por TUNEL, los hepatocitos cultivados en los hidrogeles
de PA bajo las condiciones descritas anteriormente, se fijaron con 4% PFA y nuevamente se fijaron
en una solucién pre-enfriada de etanol y acido acético relacion 2:1, durante 5 min a 20°C.
Posteriormente, las muestras se procesaron con base a las especificaciones del fabricante del

Manual del Kit de Deteccidn in situ con fluoresceina ApopTag de Merck Millipore®.

En los ensayos de inmunofluorescencia, las células fueron lavadas con tampdn de fosfatos salino
Dulbecco (DPBS) 1X precalentado y enseguida, se fijaron con 4% paraformaldehido (PFA) en DPBS
1X, durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se permeabilizaron con 0.1 % de
Tritén X-100 en DPBS 1X durante 10 min en agitacién a temperatura ambiente. Luego, las células
fueron bloqueadas con 10% de suero de caballo en PBS 1X durante 1 h en agitacién, a
temperatura ambiente. Los nucleos se tifieron con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) en una
dilucién 1:200 en DPBS 1X y finalmente, las muestras se montaron con Mowiol® para su

preservacion. Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia de epifluorescencia.
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6.6 Procesamiento de imdagenes para cuantificar area celular, area nuclear,

esparcimiento y agregados celulares, y analisis estadistico.

El analisis y procesamiento de imagenes se realizaron con el software Fiji de Image), considerando
un minimo de 10 imagenes por condicidn, de al menos 2 experimentos independientes. Los datos
obtenidos se analizaron estadisticamente en el software GraphPad Prism 8, utilizando ANOVA de
una sola via y la prueba de comparacién de medias por Tukey, atribuyendo como valores

significativos si p <0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 El proceso de descelularizacion de higados de rata generd MEC libres de componentes

celulares

Del proceso de descelularizacién se obtuvieron higados libres de componentes celulares en un
promedio de 19 h, al término de los lavados con agua desionizada. Las MEC resultantes mostraron
una apariencia traslucida, preservando su arquitectura y vasculatura innata o arbol vascular, tal y
como lo describe Baptista et al., 2011, ver Figura 10. En este paso, los agentes descelularizantes
Tritdn X-100, NH4OH y los lavados con agua desionizada, permitieron remover todos los
componentes celulares del higado; la DNAsa | afiadida mejord el proceso al impedir obstrucciones
del flujo en la vasculatura debido al material genético que se pudiese acumular. Otros protocolos
de descelularizacién, como el presentado por Lee et al., 2013, no utilizan nucleasas, a cambio
emplean detergentes anidnicos como el SDS por la alta eficiencia que muestra para eliminar todo
el material celular de los érganos o tejidos; sin embargo, la desventaja que presenta, es que
dependiendo del tiempo de exposicidn con los tejidos, es la probabilidad de generar dafios hacia
componentes importantes de la MEC como las proteinas, pudiendo generar posibles soportes

disfuncionales para los cultivos celulares (Samouillan et al., 1999).

Higado nativo Agua desionizada 1% Tritén X-100, 0.1% NHsOH, DNAsa | Agua desionizada

Oh 05h 1h 15h 19h

Figura 10. Proceso de descelularizacidon de higados de rata, a través del tiempo. Las O h indican el
inicio de la canulacion para el primer pre-lavado con agua desionizada (0.5 h). A partirde 1 halas 15 h,
se llevd a cabo la descelularizacién de los higados con la solucién de Triton X-100, NH4OH y DNAsa |. A
las 19 h se obtuvieron las MEC al término de un lavado final con agua desionizada.
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En modelos de valvulas cardiacas de cerdo, se compararon diferentes procedimientos de
descelularizacion para observar el potencial de eliminacién de componentes celulares y
preservacion de la matriz. El tratamiento con Tritdon X-100 y desoxicolato de sodio lograron una
descelularizacion completa y una preservacion de la MEC, mientras que el SDS solamente eliminé
completamente las células, pero ocasiond evidentes alteraciones estructurales en la MEC (Kasimir
et al., 2003). Esto es debido a que el SDS conduce a la desnaturalizacion de las fibras de colagena

al desestabilizar sus hélices (Samouillan et al., 1999).

7.2 Los perfiles de proteina de las MECd presentan diferencias en funcion del tiempo de digestion

con pepsina

En un sistema de andamiaje de MECd para cultivo celular, la conservacion de las ‘huellas
dactilares’ especificas del tejido es indispensable para la adhesidn y diferenciacién celular (Crapo
et al.,, 2011), lo que despertd el interés de dirigir este trabajo a la busqueda de la composicidn
ideal de proteinas que permitiera mejorar la sobrevivencia y capacidad de adhesiéon de los
hepatocitos cultivados en los hidrogeles de PA, ya que de esta manera, permitiria simular la
heterogeneidad de la composicidn proteica del lobulillo hepatico. Dicha propuesta, conllevé al
analisis del perfil comparativo de las proteinas derivadas de MEC (Col | y MB) y MECd digeridas a
distintos tiempos con pepsina, a través de SDS-PAGE, para evidenciar las variaciones en la

composicidn de cada uno los sustratos.

El perfil de separacidon de proteinas de MECd por SDS-PAGE, mostré que, en tiempos largos de
digestion con pepsina (> 24 h), la proporcién de proteinas solubles de menor tamafio aumentaba
a consecuencia de una mayor fragmentacién de otras proteinas, como se visualiza en la Figura
11a. En los SDS-PAGE, los perfiles de digestidon con pepsina de las proteinas mostraron diferencias
entre los tiempos cortos (<24 h) y largos de digestidn, similar a lo demostrado en investigaciones
recientes en MECd de pulmones de cerdo (Pouliot et al, 2020) y en tejidos cardiacos
descelularizados (Willians et al., 2015), logrando confirmar el efecto que ejerce el tiempo de
digestion con pepsina sobre la variabilidad de fracciones de proteinas solubles de MEC obtenidas;
ademas, estas diferencias de fracciones de proteinas por producto de digestion, han evidenciado
estar relacionadas en la determinacién de las propiedades fisicas y bioquimicas de los hidrogeles
realizados a partir de MECd, asi como en la viabilidad celular (Lin y Liu, 2006; Pouliot et al., 2020).
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Asimismo, se ha comprobado que las diferencias en el tiempo de digestidn, influyen en la
composicion de la MECd; en tiempos cortos (a partir de 1 h), las MECd son enriquecidas con
fragmentos de proteinas menos reticuladas (como Col IV de membrana basal), mientras que en
tiempos largos (a partir de 4 h) las MECd contienen mayores cantidades de coladgenas fibrilares
(como Col I y Col lll) (Serna-Marquez et al., 2020). En este contexto, para demostrar si la
variabilidad de fracciones de proteinas de MECd de higados lograba generar un efecto en el
cultivo de hepatocitos, se optd por seleccionar Unicamente las proteinas de 2 y 48 h de digestion
para los ensayos posteriores de cultivo celular. De esta manera, se esperaria observar qué MEC

es la ideal para el cultivo primario de hepatocitos.

Como se esperaba, la acumulacion de las fracciones correspondientes a Col | (cadenas o y o
entre 100y 150 kDa) disminuyé en las mezclas Col/MB, pero visualmente mas significativo en MB.
En MECd 2 h, en donde aparentemente se conserva un perfil muy similar a MB, es decir la carencia
de las cadenas o y a2 del Col I; MECd 48 h, se observa que presenta mayor presencia de Col |, sin
embargo, considerar realizar la técnica de Western blot podria ayudar a complementar la

informacién respecto a la presencia, incluso, de otras proteinas.

Para validar estos resultados, se realizé la deteccion de Col | en las proteinas derivadas de MEC
empleando la técnica de inmunoblot. Esta caracterizacion permitié confirmar la proporcion
acumulada de la proteina fibrilar via los perfiles de separacién mostrados por SDS-PAGE. En la
Figura 11c, claramente se refleja la disminucidén gradual de Col | a partir de las muestras de
proporciones de Col/MB; asimismo, en MB se reafirma que existe una ausencia de la proteina
fibrilar, como se mostrd en la Figura 11b. En analisis protedmicos realizados en Col | purificado,
Matrigel y MECd de higados de rata por Li et al., (2016), se lograron identificar las proteinas mas
abundantes y esenciales para la unién celular, crecimiento y diferenciacion de los hepatocitos. De
manera interesante, se reveld que Col IV con las cadenas a1 y o2 (membrana basal ubicua) estuvo
presente en las 3 muestras; sin embargo Col IV con las cadenas a3, os Y o6 (membrana basal
restringida espacial y temporalmente) (Keene et al., 1988) fueron encontrados exclusivamente
en MECd de higados, ademas de transglutaminasa-2, biglicano, fibrindgeno y fibronectina, entre
otras proteinas que se encuentran ausentes en Col | y en Matrigel, mostrando asi la singularidad

del higado de rata descelularizado en comparacidn con estos dos ultimos (Li et al., 2016).
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Figura 11. Caracterizacion de proteinas para sustratos de hidrogel. a) Perfil de separacion de las
proteinas de MEC hidrolizadas con pepsina a distintos tiempos. b) Comparaciéon de perfiles proteicos
de las proteinas de colagena | (COL 1), proporciones distintas de Col | y MB, MB, laminina (LN) y
fibronectina (FN). MP: marcador de peso molecular.

7.3 La mecanica y la composicién de proteinas de MEC conjugadas a los sustratos de hidrogel de

PA influyen en el comportamiento de los hepatocitos

Los hepatocitos son las células mas abundantes del higado y realizan la mayoria de las funciones
fisioldgicas en el 6rgano. Si bien estas funciones se ven reguladas por la composicion de las
proteinas presentes en la matriz a lo largo de los lobulillos hepaticos (Zeisberg et al., 2006), varias
investigaciones han demostrado que la funcidn y comportamiento de los hepatocitos también se
ven influenciados por los cambios en la rigidez de su microambiente in vivo, es decir, son células
altamente mecanosensibles; incluso esta relacionado con el desarrollo de enfermedades
hepaticas crénicas (Gomez-Dominguez et al., 2008; Sporea et al., 2010; Cox et al., 2011;
Cassinotto et al., 2016; Qi et al., 2017). En los sistemas bioldgicos, la rigidez es referida como una
propiedad biomecanica del tejido que actia como un mediador importante del comportamiento

celular como el crecimiento, supervivencia y motilidad (Wells, 2008, 2013; Handorf et al., 2015).
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Por esta razon, ademas de evaluar el efecto que ejercen las variaciones de proteinas conjugadas
en los sustratos de hidrogel sobre los hepatocitos, se decidié evaluar el efecto de la rigidez en

condiciones suaves (1 kPa) y rigidas (20 kPa) a las 24 y 72 h de cultivo (Figura 9a).

En todos los sustratos de cultivo en las condiciones suaves y rigidas, los hepatocitos mostraron
diferencias estadisticamente significativas en el area de células individuales a partir de las 24 h;
no obstante, esta diferencia no fue evidente entre los hepatocitos cultivados solamente en 1 kPa
alas 24y 72 h, pero si un cambio significativo en 20 kPa (Figura 12c). En estas condiciones rigidas
a las 24 h, las células se adhirieron, se extendieron y exhibieron un aumento del area de
esparcimiento y de formacién de agregados en todos los hidrogeles; a las 72 h, los hepatocitos
condujeron su morfologia a una forma extendida, aplanada y de huso, tipo fibroblastoide (ver
Figura 12a), atribuida principalmente a la formacidon de fibras de estrés (o de tensién) en
respuesta a la polimerizacién de la actina a consecuencia de esfuerzos mecanicos (Nekouzadeh
et al., 2008) y al crecimiento y elongacidn de las adhesiones focales, tal como se demostré en
células mesenquimales humanas cultivadas en hidrogeles de PA en distintos intervalos de rigidez
(Engler et al., 2006). Otros estudios, han logrado determinar que la uniéon y aumento del area de
los hepatocitos se maximiza a partir de 4.6 kPa cuando son cultivados en MECd incorporada a
hidrogeles de acido hialurénico (Deegan, 2015). Ademas, en cultivo primario de hepatocitos de
ratén, se destacd que la tension del citoesqueleto se incrementa logaritmicamente en proporcién
al aumento de la rigidez de los sustratos de geles de PA con Col | entrecruzada; las células se
muestran aplanadasy con los nlcleos mas visibles. En sustratos de rigidez cercana al de un higado
normal (~140 Pa), los hepatocitos se muestran redondeados con sus nucleos mds definidos (Desai

etal., 2016).
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Figura 12. Hepatocitos de cultivo primario en hidrogeles de distinta rigidez y MEC conjugada. a)
Micrografias de campo claro de hepatocitos cultivados en hidrogeles de PA de 1y 20 kPa con diferentes
proteinas derivadas de MEC y MECd conjugadas, después de las 24 y 72 h. Objetivo 20X; barra de escala:
100 um. b) Magnificaciones representativas de hepatocitos individuales, en apoptosis, en agregados y
transformadas en estado indiferenciado. Barra de escala: indicada en cada imagen. c) Area de
hepatocitos individuaes cultivados en hidrogeles de PA de 1y 20 kPa con distintas proteinas derivadas
de MECy MECd, después de 24y 72 h. Los datos son representados como la media + desviacidn estandar
(SD) de 2 experimentos independientes, ****p < 0.0001, *** p <0.001, **p=0.0021, sn: no significativo.
Proteinas de MEC: Col I: colagena tipo I; MB: membrana basal; 75/25: porporciones de 75% coldgena
tipo |y 25% membrana basal; 50/50: proporciones de 50% coldgena tipo | y 50% membrana basal; MECd
2h: matriz extracelular descelurizada digerida enzimaticamente a las 2 h; MECd 48 h: matriz extracelular
descelurizada digerida enzimaticamente a las 48 h.

Por su naturaleza, las células suelen presentar cambios dependientes de las caracteristicas de la
superficie en que se encuentran, influyendo en su forma, polaridad, migracion, proliferacién y
diferenciacién (Clark et al., 1991; Disckinson et al., 1994; Brunetti et al., 2010). Las células
interactuan fisicamente con la MEC a través de las adhesiones focales para su dependencia de
anclaje (Wang et al., 2002); estas interacciones ejercen fuerzas de estrés suficientes para generar
cambios en los tejidos, por medio de la conversion de estimulos mecdnicos en sefiales
bioquimicas que propician la activacion de distintas vias de sefalizacion como las vias intrinsecas
de agrupacién de integrinas, la via de la proteina quinasa asociada a Rho y otras quinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK) (Paszek et al., 2005; Provenzano et al., 2009; Lessey et
al., 2012). Asimismo, la variacién de la rigidez en los sustratos afecta las adhesiones focales y la
formacién del citoesqueleto de células diferenciadas. Las isoformas de miosina Il no musculares

son las principales proteinas responsables de tensar las estructuras corticales del citoesqueleto

54



de actina, implicadas a su vez, en trasmitir la fuerza desde el interior de la célula a la matriz
(Beningo et al., 2001; Wang et al., 2002; Tamada et al., 2004; McBeath et al., 2004; Kim et al.,
2005). En este mismo contexto, los cambios presentados en los hepatocitos por efecto de la
rigidez en este estudio, contribuyen al complemento de las investigaciones realizadas
previamente con células hepdticas (hepatocitos, endoteliales, estrelladas y carcinoma) sobre
sustratos de PDMS (Natarajan et al., 2015) e hidrogeles de PA y coldgena (Ford et al., 2006; Olsen
etal, 2011; Patel et al., 2012; Desai et al., 2016; Liu et al., 2017).

Multiples investigaciones han resaltado la importancia de la estructura y composicién bioquimica
de MEC para influir en el dinamismo celular (Rojkind et al., 1980; Geiger et al., 2001; Tomas et al.,
2010; Porth et al., 2010; Lee et al., 2013). Ademas de los cambios convincentes de los hepatocitos
por efecto de la rigidez, las células mostraron diferencias en su comportamiento en funcién al
sustrato de proteinas de MEC y MECd. A las 24 h de cultivo en condiciones suaves (1 kPa), las
células manifestaron una adherencia preferencial al sustrato en los hidrogeles de PA que
contenian cualquiera de las concentraciones de Col | conjugado (Figura 12a); asimismo, se
observé que el numero y tamano de aglomerados, al igual que el esparcimiento celular,
incrementaban proporcionalmente al aumento de la concentracién de Col | en el hidrogel.
Mientras tanto, en los hidrogeles de MB (100%) de Matrigel, las células mostraron una morfologia
redonda y con la presencia de cuerpos apoptéticos, incluso, hasta las 72 h, evidenciando menor
poblacién celular en comparacion con los hidrogeles con Col I. Por otro lado, el comportamiento
de los hepatocitos cultivados a las 24 h sobre los hidrogeles de MECd 2 y 48 h en condiciones
suaves, aparentemente fue muy similar a los cultivados sobre MB en cuanto a la morfologia y la
aparicion de algunos cuerpos apoptoéticos. Después de las 72 h, en MECd 48h, los hepatocitos
formaron un mayor nimero de agregados celulares; por el contrario, en MECd 2 h, la poblacién
celular disminuyd en relacidn con el aumento de los cuerpos apoptdticos. En este contexto, desde
finales del siglo pasado, se ha dilucidado la relacién de la apoptosis con las moléculas sefial de
adhesidn celular (célula-célula y célula-MEC) y su importancia para la sefializacidon y union celular
como factores de supervivencia (Re et al., 1994; Schwartz, 1997); asimismo, la pérdida de estas
interacciones celulares puede desencadenar la activacién de vias de sefializacién que conducen a
la apoptosis (Su et al., 2005; Li et al., 2019). Durante este proceso, cominmente se observa la

formacién de pequefas vesiculas debido a la encapsulacién de residuos celulares provenientes
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de proteinas degradadas, fragmentos de material genético por dafio nuclear, organulos,
citoplasma y de membrana plasmatica, en la etapa temprana de la apoptosis celular,
observdndose claramente en microscopia dptica como pequefios ‘cuerpos luminosos’, tal como
se observa en MB de la Figura 12a; ademas, las células que se encuentran en apoptosis
experimentan disminucion de su tamafo, formacion de ampollas en la membrana y un

empaquetamiento intracelular mas denso (Moss et al., 2006; Xu et al., 2019).

Como se menciond anteriormente, la mecdnica ejerce efecto importante sobre la respuesta
celular. Por esta razén, los hepatocitos cultivados en las condiciones rigidas (20 kPa), la adhesion
al sustrato fue favorecida a las 24 h en todos los hidrogeles de MEC y MECd, incluyendo MB y
MEC 2h. En 72 h, los hepatocitos inmersos a estos entornos no fisiolégicos, modificaron
evidentemente su morfologia hacia formas aplanadas, ramificadas y de huso, similares a células
mesenquimales indiferenciadas, particularmente al fenotipo de un fibroblasto. En condiciones
fisioldgicas de rigidez (1.5-4.5 kPa) (Takeda et al., 2006), las variaciones en la composicién de la
MEC tienen gran influencia en el fenotipo de los hepatocitos, tal como en su morfologia; sin
embargo, los microambientes rigidos o fibréticos (>4.1 kPa) (Takeda et al., 2006), estimulan una
acelerada desdiferenciacion y promueven la proliferacién celular (Semler et al., 2005; Sharp et
al., 2005) a causa de la alteraciéon de las actividades de las vias de mecanotransduccion,
principalmente de reguladores trascripcionales como HNF-4q, involucrado en la diferenciacién de

los hepatocitos (Desai et al., 2016).

Hasta ahora, los resultados han revelado que la relacién de MEC y rigidez de los sustratos afectan
la adherencia, morfologia, formacién de aglomerados y el area de esparcimiento de los
hepatocitos de cultivo primario, determinados a su vez por la organizacién del citoesqueleto de
actina. Y que ademds, aparentemente, la presencia de Col | conjugado en los hidrogeles mejora
la adherencia de los hepatocitos a diferencia de los coldgenos de membrana basal, como Col IV,

y las fracciones de proteinas presentes en MECd digeridas 2 h.

Las tensiones inducidas por el citoesqueleto en la MEC ocurren fuera de la célula, donde Ila
membrana citoplasmatica es la interfaz dindmica a través de las adhesiones focales; no obstante,
este fendmeno ocurre de manera similar sobre el interior del nlcleo a través de factores andlogos
a las adhesiones focales pero sobre la membrana nuclear, cuya funcion es ser el intermediario
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sensible a la fuerza entre el citoplasma y la cromatina (Chancellor et al., 2010; Lovett et al., 2013;
Swift et al., 2013; Alam et al., 2015). Dicho de este modo, las imdagenes de los hepatocitos
marcados con DAPI obtenidas por epifluorescencia, revelaron la variacién del area nuclear por
efecto de la rigidez de los hidrogeles de PA, independientemente de la composicion de proteinas
conjugadas. Los hepatocitos cultivados en los hidrogeles de 20 kPa, después de las 72 h,
mostraron un aumento significativo en las areas nucleares con respecto a los cultivados en 1 kPa
(Figura 13). En los sustratos rigidos surgen tensiones mecanicas mayores en el microambiente
extra e intracelular, y las células ensamblan fibras de tensién y adhesiones focales (George y
Janmey, 2005; Yeung et al., 2005; Lele et al., 2006; Schelunck et al., 2008; Weng y Fun, 2011); en
cambio, en los sustratos suaves, las fibras de tensidn no pueden ser ensambladas y por
consecuencia se generan fibras de tension muy bajas. La tensidn intracelular, al estar mediada
parcialmente por el nucleo, puede desencadenar cambios en la morfologia de los nucleos (Sims
et al., 1992; Chancellor et al., 2010; Lombardi et al., 2011). Asimismo, estos cambios de fuerzay
resistencia externas de los nucleos pueden afectar procesos de conformacién y ensamblaje de
proteinas, y la localizacién de factores de transcripcidn, organizacién de cromosomas y alteracion

de la membrana nuclear, afectando posiblemente la expresion génica (Cho et al., 2017).

Se ha mencionado anteriormente que la composicidn de las proteinas de MEC tiene relacién con
el area de los hepatocitos. En este sentido, también se observé un comportamiento similar con
el drea de los nucleos de las células cultivadas en 1 kPa a las 72 h, al observarse diferencias
significativas entre el aumento del drea nuclear en proporcién al incremento de la concentracion
de Col I (Figura 13b). Asimismo, sobre los hidrogeles de MB y MECd 2 h, el drea de los nucleos fue
menor con respecto a Col | 100%; inclusive, el drea de los nucleos de MECd 2 h fue mucho menor

alos de MECd 48 h
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Figura 13. El drea nuclear de los hepatocitos depende de la rigidez y MEC conjugada. a) Micrografias
de fluorescencia de nucleos marcados con DAPI en hepatocitos cultivados en hidrogeles de PAde 1y
20 kPa, y distintas proteinas de MEC y MECd conjugadas, después de 72 h. Objetivo 40x; barra de
escala: 20 um. b) Area nuclear de hepatocitos individuaes cultivados en hidrogeles de PA de 1y 20 kPa
con distintas proteinas derivadas de MEC y MECd, después de 72 h. Los datos son representados como
la media + desviacion estandar (SD) de 2 experimentos independientes, ****p < 0.0001, *** p <0.001,
sn: no significativo.
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En 20 kPa, evidentemente el drea nuclear fue significativamente mayor (~1.8 veces) con respecto
a 1 kPa, en todos los sustratos de proteinas de MEC y MECd conjugadas. Investigaciones han
revelado que en la envoltura nuclear, el principal componente estructural es la l[dmina,
conformado a su vez por proteinas de |laminas fibrilares abundantes en hélices ensambladas sobre
la membrana nuclear interna (Goldman et al., 2002; Gruenbaum et al., 2005). Estas proteinas se
encargan de unir el nucleo con el citoesqueleto por medio de complejos de nucleoesqueleto y
citoesqueleto, denominados como proteinas LINC (Crisp et al., 2006). De este modo, la lamina
inmersa en la envoltura nuclear funciona como intermediario de multiplexado para
mecanotransducir las sefales ante los estimulos mecanicos (Cho et al., 2017). La mayoria de las
tensiones en la MEC nativa mantienen estables a los colagenos fibrilares como Col | (Flynn et al.,
2010) y esto permite el mantenimiento de la integridad mecdnica del tejido. Aunado a esto,
analisis por espectrometria de masas realizados por Swift et al., (2013), descifraron la relacidon
existente entre los niveles de Col | con la cantidad de proteinas de lamina, influyendo
consecuentemente, en la elasticidad de los tejidos en una manera proporcional. Las células que
se cultivaron en geles recubiertos de Col | de baja rigidez presentaron una forma esférica con
nucleos rugosos y relajados; por el contrario, en los sustratos rigidos se generd propagacion
celular y los nucleos presentaron formas aplanadas y extendidas (Swift et al., 2013). Esta
informacién brindada podria respaldar los resultados de las dreas nucleares de los hepatocitos de
cultivo primario sembrados en los hidrogeles de PA con diferentes proteinas de MEC y MECd

conjugadas.

Las micrografias de campo claro (Figura 12) y la tincién de nucleos con DAPI (Figura 13) revelaron
mayoritariamente la presencia de cuerpos apoptéticos en los hepatocitos cultivados en MB y
MECd 2 h. No obstante, para tener una evidencia mas clara del nimero de células apoptéticas en
cada uno de los tratamientos, se realizé el ensayo de TUNEL, el cual identifica fragmentos de ADN
bicatenario dafiado, mediante TdT (desoxinucleotidil transferasa terminal). Esta enzima cataliza
la adicién de dUTP en los extremos 3'-OH del ADN vy éstos son detectables mediante técnicas
inmunohistoquimicas a través de microscopia de fluorescencia o citometria de flujo (Rode et al.,
2004; Elmore, 2007). De esta forma, los hepatocitos de cultivo primario marcados positivamente
por TUNEL representados en la Figura 14a, fueron estadisticamente mayores en MBy MECd 2 h

con respecto a Col | en sustratos de 1 kPa, a las 72 h (Figura 14c), visiblemente muy similar a lo

59



presentado anteriormente en campo claro (Figura 12). Por lo tanto, con la finalidad de observar
la posibilidad de un rescate en la viabilidad de los hepatocitos en los sustratos de 1 kPa, las células
fueron estimuladas con el factor de crecimiento epidermal (EGF). De modo interesante,
solamente en MECd 2 h se logré observar un efecto significativo en la disminuciéon de marcajes
positivos por TUNEL y no en MB ni Col | (Figura 14c). No obstante, es considerable realizar mas
trabajo de investigacién para entender los posibles mecanismos que expliquen por qué en

determinadas condiciones puede ocurrir o no un rescate en la viabilidad ante el estimulo por EGF.

Las funciones mas importantes de EGF son la estimulacidn de sintesis de ADN, replicacién celular
y sintesis de proteinas (Cohen et al., 1995), favoreciendo al mismo tiempo el crecimiento celular,
diferenciacién, sobrevivencia y proliferacién (Herbst, 2004); sin embargo, este ultimo efecto no
fue presentado en los hepatocitos cultivados en los hidrogeles que contuvieran Col | y MECd 48 h
a 1 kPa después de las 72 h (Figura 14b), a pesar que se esperaba que las células aumentaran su
estado de proliferacion cuando se estimularan con EGF. El nimero de células proliferantes entre
cada uno de los tratamientos con y sin EGF no presentd diferencias estadisticamente significativas
(Figura 14d); no obstante, si bien no existié un aumento de células proliferantes, la observacién
de agregados celulares con estructura similar a cordones hepaticos, fueron mas evidentes en las
células cultivadas sobre los hidrogeles con Col | (Figura 14d). En contraste, los hepatocitos en
MECd 48 h no mostraron este efecto de formacién de agregados ante el estimulo con EGF.
Probablemente, el efecto de EGF sobre los hepatocitos en cada uno de los tratamientos, aumenté

solamente la actividad de moléculas de sefial para la adhesion célula-célula y no célula-MEC.

Estudios realizados por Fassett et al., revelaron la influencia de los geles de colageno fibrilar (Col
I) sobre la sefializacién de EGF y la progresion de ciclo celular en hepatocitos. A partir de las
experimentaciones, se demostrd que existe una relacidén entre la adhesion de las células en geles
de colagena tipo | [0.5 mg/mL] con el aumento de la actividad de PKA (proteina Kinasa
dependiente de cAMP) y la disminucién de la fosforilacién de los receptores de EGF, sugiriendo
que la adhesion celular al coldgeno fibrilar suprime la sefializacion de EGF. PKA es una molécula
antagonista de la mitogénesis y de algunas rutas de senalizacidon de EGF (Cook y McCormick, 1993;

Wu et al., 1993) y su actividad depende de la arquitectura de la MEC que pudiera llegar a favorecer
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o inhibir el crecimiento celular y los posteriores efectos sobre la sefializacién del factor de

crecimiento y morfologia celular (Fassett et al., 2006).
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Figura 14. El factor de crecimiento epidermal (EGF) favorece la formacion de agregados, pero no
rescata la viabilidad de los hepatocitos. a) Micrografias de epifluorescencia de hepatocitos marcados
con DAPI y TUNEL para la representacidn de células en apoptosis. Las imagenes fueron obtenidas de
los hepatocitos cultivados en los hidrogeles de 1 kPa con proteinas de Col I, MB y MECd 2 h conjugadas,
tratadas con o sin EGF, después de 72 h de cultivo. Objetivo 40x; barra de escala: 30 um. b) Micrografias
representativas de epifluorescencia (DAPI) y campo claro de hepatocitos tratados con y sin EGF,
después de 72 h cultivados en hidrogeles de 1 kPa con diferentes proteinas de MEC conjugadas.
Objetivos: 40x (epifluorescencia); 20x (campo claro). Barra de escala: 20 um (epifluorescencia); 100 um
(campo claro). c) Cuantificacién de células positivas en TUNEL en hidrogeles de PA de 1 kPa con Col |,
MB o 2 h, tratadas con 0 y 20 ng/mL de EGF, correspondiente a las representaciones en a). d)
Cuantificacidon de numero de hepatocitos cultivados en hidrogeles de PA de 1 kPa con proteinas de Col
I, 75/25, 50/50 o 48 h conjugadas, tratados con 0y 20 ng/mL de EGF. e) Cuantificacion de tamafio de
agregados celulares de las representaciones de campo claro en b). f) Conteo de hepatocitos por
agregado en las condiciones mencionadas en b). Todos los datos estadisticos estan representados
como la mediazSD de 2 experimentos independientes; ns= no significante, **p=0.0021, **** p<0.0001.
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Los mecanismos explicados anteriormente por Fassett et al, posiblemente podrian estar
relacionados con los hepatocitos cultivados en los hidrogeles de 1 kPa y diferentes proteinas de

MEC conjugadas con Col | presente, al no lograr proliferar ante el estimulo con EGF.

Por otro lado, en cultivo primario de queratinocitos humanos, se logré dilucidar que la activacion
de la sefalizacién de EGF puede regular los efectos de la rigidez de la MEC sobre la proliferacion
celular, y éste dependerd del ensamblaje de las adhesiones focales y la tension del citoesqueleto;
es decir, el aumento de la rigidez de la MEC promueve la activacién de la via de EGF, al menos, en
este tipo celular. Ademas, se observé que en concentraciones elevadas de EGF [10 ng/mL], se
generaba un incremento en el tamafo de las colonias de queratinocitos (Kenny et al., 2018). En
este trabajo, la concentracion empleada de EGF para el rescate de los hepatocitos en cultivo
primario, fue de 20 ng/mL, razén por la cual, probablemente pudo haber influenciado en la
formacién de un mayor numero de aglomerados celulares, reflejando posiblemente el efecto
similar a lo observado en las colonias de queratinocitos. Asimismo, como se mostré en los
resultados de proliferaciéon de los hepatocitos, quiza la presencia de Col | en los hidrogeles en
condiciones suaves, puede influenciar en la baja proliferacién celular. No obstante, aun quedan
por realizar mas investigaciones que permitan demostrar si en condiciones rigidas, la via de
sefalizacion de EGF logra promover la proliferacidon en hepatocitos, asi como se demostro en los

trabajos realizados por Kenny et al., (2018).
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8. CONCLUSIONES

En los cultivos primarios de hepatocitos se demostré que la mecanica, mediada por el médulo de
elasticidad o rigidez, y la variacion de la composicion de proteinas de MEC influyen
evidentemente en el esparcimiento, agregacion y supervivencia de los hepatocitos. En este
sentido, los hepatocitos cultivados en los hidrogeles de PA de 20 kPa en todas las condiciones,
después de las 72 h, presentaron una adherencia total al sustrato, morfologia totalmente
transformada de tipo mesenquimal similar a fenotipo de fibroblasto, y una mayor area de
esparcimiento celular y nuclear con respecto a los cultivados a 1 kPa en 24 y 72 h. Sin embargo,
en condiciones suaves, los hepatocitos mostraron mayor sobrevivencia y una preferencia de
adhesion a los sustratos que contenian cualquiera de las concentraciones de Col | (100, 75 y 50%);
en contraste, los hidrogeles de MB y de MECd 2 h, al parecer no presentaron las condiciones
ideales para la adhesidn y sobrevivencia de los hepatocitos, debido a que se presenté la formacién

de cuerpos apoptéticos y células no adheridas al sustrato.

Por otro lado, el estimulo con EGF solamente logré rescatar la viabilidad en las células cultivadas
en hidrogeles con MECd 2 h; aunque como se menciond, es necesario realizar mas investigacion
para el entendimiento de este efecto uUnicamente en esta condicidon. Con respecto a la
proliferacién, EGF no logré promover este efecto en las células cultivadas sobre los hidrogeles
gue contenian Col | y MECd 48 h, pero si generd un aumento en el nimero y tamafio de agregados

celulares en las condiciones suaves.

En este trabajo de investigacidn, de manera interesante, se reveld que los hepatocitos se adhieren
preferentemente a los hidrogeles que contienen cualquiera de las concentraciones de Col |, pero
no en los sustratos que contienen proteinas de MECd, como se hipotetizaba inicialmente. Estos
resultados sugieren que el colageno fibrilar juega un papel importante en la adherencia y
sobrevivencia de hepatocitos. No obstante, a pesar de que diversos grupos de investigacion han
logrado resultados prometedores con el uso de proteinas de MEC de higados descelularizados
como excelentes sistemas biomiméticos para el cultivo de hepatocitos, todavia es necesario
profundizar en las investigaciones para encontrar la fraccién ideal de proteinas de MECd v,

posiblemente, en combinacién con otras proteinas generar plataformas de cultivo que
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promuevan la adherencia celular y mantengan el fenotipo de los hepatocitos en un tiempo mas

prolongado.
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9. PERSPECTIVAS

Detectar y caracterizar la presencia de otros colagenos fibrilares en las fracciones de MECd
digeridas a 2 y 48 h, asi como en otras digeridas a distintos tiempos.

Evaluar la capacidad de adhesidn celular de las fracciones de MECd digeridas a otros
tiempos, sobre los sustratos de hidrogel de rigidez variable.

Identificar y cuantificar la composicién de péptidos de las fracciones de MECd
solubilizadas con pepsina, por medio de técnicas analiticas.

Probar otras combinaciones de proteinas fibrilares con proteinas de MECd, para observar
un posible sinergismo que permita mimetizar el microambiente hepatico en andamios

celulares.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo |

10.1.1 Protocolos de tincidn para geles SDS-PAGE

e Tincién con Azul de Coomassie R250
1. Se elaboraron geles de poliacrilamida 8% (por cada 2 geles) con base a las siguientes

relaciones:

Tabla 2. Soluciones para la elaboracion de geles SDS-PAGE

Gel separador (Resolving gel) 8%

Componente Volumen (mL)
Agua desionizada 9.3
30% Mix Acrilamida/Bis 5.3
1.5 M Buffer Tris, pH 8.8 5.0
10% SDS 0.2
10% Persulfato de amonio (APS) 0.2
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 0.012
Gel Concentrador (Stacking gel) 5%
Agua desionizada 5.5
30% Mix Acrilamida/Bis 1.3
1.0 M Buffer Tris, pH 6.8 1.0
10% SDS 0.08
10% Persulfato de amonio (APS) 0.80
Tetrametiletilendiamina (TEMED) 0.008

2. Las mezclas de cada uno de los tipos de geles se colocaron en los mini plates de la cdmara de
electroforesis para la polimerizacidn de ambos. Una vez gelificados, se colocaron las muestras
de proteinas solubilizadas en tampdn de Laemmli 2X, segln la concentracién requerida.

3. Las proteinas se separaron a 120 V durante ~1.5 h.

4. Los geles se incubaron por 1.5 h o durante toda la noche en la solucién de tincidon que
contenia 0.25 g de Azul brillante de Coomassie R250 en 90 mL de 1:1 v/v metanol/aguay 10

mL de acido acético glacial.
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Se realizaron lavados con la solucion destefiidora que contenia 450 mL de 1:1 v/v

metanol/agua y 50 mL de acido acético glacial, y se dejaron incubar por periodosde 2 a3 h

hasta observar la visualizacién de las bandas de proteinas.

Finalmente, los geles se guardaron en agua a 4°C para su posterior analisis.

e Tincion con nitrato de plata para geles SDS-PAGE 8%

Tabla 3. Soluciones para tincion con nitrato de plata

Solucion

Fijacion

Oxidacion

Impregnacion

Revelado

Componentes
Para 100 mL:
50% Metanol absoluto
12% Acido acético glacial
0.5% Formaldehido 37%
Agua destilada hasta ajustar volumen
Por litro:

0.2 gde NazS;03* 5H,0 /L

Agua destilada hasta ajustar volumen
Por litro:

2 g de AgNO3

7.5 mL Formaldehido 37%

Agua destilada hasta ajustar volumen
Por litro:

60 g de Na,COs3 /L

4 mg de NaxS;03¢*5H0/ L

5 mL Formaldehido 37%
Ajustar el volumen con agua destilada

1. Todas las soluciones se prepararon en el mismo dia de su aplicacion, tomando en

consideracién que por cada gel se requerian aproximadamente 50 mL de las siguientes

soluciones:

2. Seincubaron los geles en la solucién de fijacién por al menos 2.5 h y se realizaron lavados

con agua destilada por 2 min, luego se lavaron 3 veces con metanol al 50% por 10 min

cada uno y finalmente se enjuagaron con agua destilada por 2 min.
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Los geles se incubaron en la solucién de oxidacién por 35 s. En seguida, se realizaron 3
lavados con agua destilada por 20 s en cada paso.

Posteriormente, se prosiguio con la incubacidn con la solucién de impregnacion por 3 min,
seguido de lavados con agua destilada durante 20 s, 2 veces.

Se agrego la solucidn de revelado (aproximadamente por 5 s) hasta notar la tincion de las
bandas de proteinas. En este paso, se tuvo la precaucién de no sobrepasar el tiempo con
la solucidn, ya que existe el riesgo de tefiir en exceso los geles de poliacrilamida y generar
un contraste o background inadecuado.

Una vez terminado el revelado, se lavaron inmediatamente 2 veces con agua destilada
durante 1 min y en seguida, se agregé solucién de fijacién durante 10 min para detener la
reaccién de revelado.

Finalmente, se realizaron lavados con agua destilada y se guardaron a 4°C.
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10.2 Anexo |l

10.2.1 Protocolo de Western blot

A continuacidn, en la Tabla 4 se presentan las soluciones utilizadas durante la técnica de Western

blot o inmunoblot:

Tabla 4. Soluciones para la técnica de Western blot

Solucion Composicion

25 mM Tris-base
192 mM Glicina
10% Metanol absoluto
Ajustar volumen a 1 L con agua desionizada
200 mM Tris-base
1.5 M NacCl
Ajustar volumen a 1 L con agua desionizada
Ajustar pH 7.6 con HCl 12 N
20 mM Tris-base
150 mM Nacl
Ajustar volumen a 1 L con agua desionizada
Ajustar pH 7.6 con HCl 12 N
20 mM Tris-base
150 mM NaCl

Tris-buffer salino con Tween-20 (TBST) 1X  0.1% Tween-20
Ajustar volumen a 1 L con agua desionizada
Ajustar pH 7.6 con HCI 12 N

Buffer de transferencia 1X

Tris-buffer salino (TBS) 10X

Tris-buffer salino (TBS) 1X

1. Primeramente, se realizaron geles SDS-PAGE con proteinas de MEC digeridas a los tiempos
establecidos previamente, junto con las proteinas control.

2. Una vez separadas las proteinas, se seleccionaron fragmentos de membranas de PVDF y en
un contenedor fueron hidratadas con metanol absoluto por 3 min y se lavaron 2 veces con

buffer de transferencia 1X para eliminar el exceso de metanol.
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NOTA: Para la manipulacidon de las membranas, es importante emplear pinzas y evitar que
tenga contacto con las manos o guantes, ya que estos pueden contener restos de proteinas
propias del usuario, que podrian transferirse a las membranas e interferir con los resultados.
Luego, se prosiguié con la transferencia de las proteinas de los geles SDS-PAGE a las
membrana de PVDF, colocando capas de esponjas, papel filtro, membranas y geles SDS-
PAGE, en tipo sandwich sobre los cassettes de la cdmara de transferencia, tal como se
muestra en la Figura 15.

En este paso debe asegurarse mantener la hidratacidén de todos los materiales del sandwich,
con buffer de transferencia.

NOTA: Un punto importante durante la colocacién de las membranas sobre los geles, es
retirar cualquier burbuja generada para evitar una inadecuada transferencia de las proteinas.
Esto se puede realizar deslizando el largo de una pipeta sobre la membrana, hasta observar

gue se hayan eliminado todas las burbujas.

Figura 15. Componentes para la transferencia de proteinas en el Western Blot.

Los cassettes se colocaron dentro de la camara con la orientaciéon de catodo a anodo,
cuidando de mantener la presidon sobre los mismos; en seguida, se agregd buffer de
transferencia 1X hasta cubrir aproximadamente donde se sitlan los geles y las proteinas se

transfirieron a 320 mA (constante) durante 2.5 h.
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10.

11.

Terminada la transferencia, las membranas se incubaron en solucion de bloqueo (compuesto
de suero de leche al 5% baja en grasa, en solucidn de TBST 1X), durante 1 h en agitacion, para
reducir propiamente los sitios de union inespecificos al anticuerpo.

En caso de que hubiesen dos membranas en un mismo contenedor, se debe tener cuidado
qgue los lados donde se encuentren las proteinas no estén en contacto y que estas sean
deslizables mientras estan en agitacion.

Finalizado el bloqueo, se realizaron 3 lavados con agua desionizada y finalmente un lavado
con TBST 1X por unos segundos.

En bolsas de plastico se colocaron las membranas y con un sellador se ajusté herméticamente
al tamafio de la membrana. Al instante, se agregd la solucion de anticuerpos primarios con la
dilucién requerida en aproximadamente 5 mL de TBST 1X, se retiraron restos de burbujas y
finalmente, las bolsas se sellaron completamente para dejar incubando durante toda la
noche a 4°C, en agitacion.

Después de la incubacion con los anticuerpos, se realizaron 3 lavados con TBST 1X durante
10 min en cada paso.

Luego, se continué con la incubacidon de los anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa de rdbano (HRP) a la dilucidn requerida en TBST 1X durante 1 h en agitacién, a
temperatura ambiente. En seguida, se realizaron 3 lavados con TBST 1X durante 5 min cada
uno.

En otro contenedor, se agregd 1 mL del sustrato contra la enzima peroxidasa y 1 mL de
luminol (ambos, considerados una unidad) en 4 mL de agua desionizada para que fuese una
dilucién 1:3. Esta dilucidn puede variar en funcion de la intensidad de sefial que se cree
considerada dependiendo de la concentracion de anticuerpo primario anadido. A
continuacion, se colocd la membrana en la solucidn y se dejé incubar por 1 min. En este lapso,
se prepardé nuevamente otra bolsa de plastico a la medida de la membrana para que esta

pudiera ser colocada dentro de ella, y a su vez, en la cdmara de exposicion.

Previo a este paso, se prepararon las soluciones de revelado, de fijacién y agua, en charolas.
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12.

Posteriormente, bajo condiciones de oscuridad o con luz roja, se cortaron fragmentos de
peliculas de rayos X y se colocaron sobre las membranas a distintos tiempos de exposicidn

para ver cual era el ideal para la deteccidon de las proteinas.

13. Al instante, las peliculas se colocaron en la solucién reveladora hasta observar la presencia

14.

de las proteinas. Una vez detectadas, se retird el exceso de solucidn lavando con agua y en
seguida se colocaron en la solucién de fijacién.
Después del revelado, todas las peliculas se lavaron con abundante agua corriente y se

dejaron secar.
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10.3 Anexo lll

10.3.1 Elaboracién de hidrogeles de poliacrilamida para cultivo celular

Para la elaboracion de hidrogeles de poliacrilamida con rigidez controlable, se empled el siguiente

protocolo con base a Tse y Engler., 2010 y Cretu et al., 2010:

1. Funcionalizacién de cubreobjetos:

a. Se colocaron cubreobjetos, de manera ordenada, en una caja Petri de 10 cm de didmetro
cubierta con parafilm y a cada uno se agregé 1 mL de NaOH 0.1 M, dejando incubar
durante 3 min, a temperatura ambiente. Enseguida, se retird la solucién con una pipeta
acoplada a una linea de vacio.

b. Encampana de extraccion, se agregd 300 uL de APTES a cada cubreobjetos, durante 3 min
a temperatura ambiente e inmediatamente se retird. Los residuos fueron vertidos en su
contenedor de desechos correspondiente.

c. Luego, se retiré el exceso de APTES con un lavado inmediato con 20 mL de agua
desionizada a todos los cubreobjetos contenidos en la caja Petri y enseguida se vertid en
su contenedor de desechos. Este paso fue repetido 2 veces.

d. Posteriormente, cada cubreobjetos fue lavado individualmente 3 veces con agua
desionizada y, con ayuda de una pinzas, estos fueron transferidos a otra caja Petri cubierta
con parafilm. En este procedimiento se tuvo la precaucion que el lado del cubreobjetos
donde se realizaron los tratamientos anteriores, quedara con la orientacién hacia arriba.

e. Después, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con agua desionizada en agitacion durante
10 min, cada uno a temperatura ambiente.

f. Finalizando los lavados, el agua se desechd, se retird el excedente del liquido con toallas
de papel absorbentes y se dejaron secar.

g. En campana de extraccion, se agregd 1 mL de una solucion 0.5% v/v de glutaraldehido a
cada cubreobjetos, durante 30 min a temperatura ambiente.

h. Se retird el glutaraldehido con el sistema de vacio y nuevamente se repitio el inciso e.

i. Los cubreobjetos se dejaron secar completamente y se almacenaron en una caja Petri

cubierta con parafilm, a temperatura ambiente, libre de humedad, hasta su posterior uso.
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En este paso se tuvo la precaucién de mantener consciente la orientacion del cubreobjetos

con la superficie tratada.

2. Silanizacion de portaobjetos:

IR

Primeramente, los portaobjetos se limpiaron cuidadosamente con etanol o isopropanol y
se colocaron dentro de un recipiente. Luego, en campana de extraccion, se agregaron 100
puL de DCDMS (diclorodimetilsilano) a cada portaobjeto, hasta asegurarse de cubrir toda
la superficie.

El DCDMS se incubd por 5 min y el excedente se retird con papel absorbente. Finalmente,

los portaobjetos se almacenaron en recipientes con su etiquetado correspondiente.

3. Elaboracion de hidrogeles de poliacrilamida:

En un microtubo de 1.5 mL se prepararon 900 pL las soluciones de 40 % acrilamida y 2%
bis-acrilamida con las proporciones correspondientes en funcidn a la rigidez requerida con
base a la Tabla 5. La proporcidon de cada uno de los componentes fueron considerados

para preparar 1 mL de volumen final. Posteriormente, se agregaron 10% APSy 1% TEMED.

. En los portaobjetos silanizados se colocaron 100 pL de la mezcla de hidrogel de

acrilamida/bis-acrilamida y en seguida se colocaron los cubreobjetos con la superficie
funcionalizada sobre la gota hasta que ésta estuviera esparcida completamente sin formar
burbujas o espacio vacios. Luego, los hidrogeles se dejaron polimerizar por al menos 30
min a temperatura ambiente.

Una vez polimerizados los hidrogeles, con el apoyo de unas pinzas o aguja de jeringa, se
retiraron los cubreobjetos cuidadosamente del portaobjetos, evitando danar o fracturar
los hidrogeles.

Finalmente, los hidrogeles (con orientacion hacia el lado superior) fueron colocados en
cajas de poliestireno de 12 pozos, se lavaron 3 veces con PBS 1X en agitacion durante 5

min cada uno y se almacenaron en agua desionizada hasta su posterior uso.
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4. Entrecruzamiento de proteina por método entrecruzante:

p. Se prepararon mezclas de proteinas de colagena tipo | de cola de rata, Matrigel®,
coldgena/Matrigel® y péptidos de MECd de 2 y 48 h, y posteriormente se les afiadid NHS-
éster acrilato [1.7 mg/mL] e Irgacure® 2949 [11 mg/mL].

g. Se utilizaron 0.1 mg/mL de cada una de las mezclas de proteinas para conjugarse con los
hidrogeles y éstos se entrecruzaron mediante la exposicion de luz ultravioleta (365 nm) y
una potencia nominal de 3.3 mW/cm2, durante 3 min en una camara reticulante UVP CL-
1000L.

r. Los hidrogeles de poliacrilamida con las proteinas conjugadas se almacenaron en cajas de

cultivo celular de 12 pozos hasta su posterior uso.
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Tabla 5. Mdédulo de elasticidad esperado después de la polimerizacién de las concentraciones

relativas de acrilamida y bis-acrilamida (Tse y Engler, 2010).

Acrylamide % Bis- . ﬁ:rﬁri’éa;;;?;k ]i?rlcil-r? (:Zr;ja:gcl)lj; Water £ & St. Dev.
acrylamide% solution (ml) solution (ml) (ml) (kPa)
3 0.03 0.75 0.15 9.1 0.20 £ 0.03
3 0.06 0.75 0.3 8.95 048 £ 0.16
3 0.1 0.75 0.5 8.75 1.10 £ 0.34
3 0.15 0.75 0.75 8.5 1.37 £ 0.22
3 0.225 0.75 1.125 8.125 1.67 £ 0.14
3 0.3 0.75 1.5 7.75 1.78 £ 0.19
4 0.03 1 0.15 8.85 071 +£0.24
4 0.06 1 0.3 8.7 1.16 £ 0.54
4 0.1 1 0.5 8.5 2.01 £0.75
4 0.15 1 0.75 8.25 2.55 +£0.17
4 0.225 1 1.125 7.875 3.13+ 042
4 0.3 1 1.5 7.5 3.24 +£0.58
5 0.03 1.25 0.15 8.6 1.00 £ 0.31
5 0.06 1.25 0.3 8.45 1.80 £0.44
5 0.1 1.25 0.5 8.25 3.15+0.85
5 0.15 1.25 0.75 8 4.47 +1.19
5 0.225 1.25 1.125 7.625 8.44 +£0.82
5 0.3 1.25 1.5 7.25 8.73 £ 0.79
8 0.048 2 0.24 7.76 2.61 £0.82
8 0.264 2 1.32 6.68 19.66 + 1.19
8 0.48 2 24 5.6 40.40 + 2.39
10 0.03 2.5 0.15 7.35 2.83
10 0.06 2.5 0.3 7.2 7.43
10 0.1 2.5 0.5 7 10.61
10 0.15 2.5 0.75 6.75 16.70
10 0.225 2.5 1.125 6.375 23.43
10 0.3 2.5 1.5 6 34.88
@This table shows the relative concentrations of acrylamide and bis-acrylamide and their expected modulus of elasticity
after polymerization in water. Acrylamide and bis-acrylamide can be kept premixed in solution for weeks to months af
4°C. At least 3 hydrogels per sample and 50 indentations per hydrogel were assessed for these measurements.

77



10.4 Anexo IV

10.4 Protocolo de cuantificacién celular en el software Fiji-Image)

1. Calibracién de escala

a. Antes de iniciar un andlisis de cuantificacién celular, es primordial calibrar la escala en
funcién de la magnificacién u objetivo con que fueron capturadas las imagenes de
microscopia. Para ello, primeramente en el software Imagel, seleccionar (File - Open)
una imagen de microscopia con escala o regla integrada y en la barra de herramientas,
seleccionar la recta straight y dibujar la linea sobre la longitud de la regla.

b. Seleccionar la linea dibujada y en Analyze - Measure observar su longitud en pixeles.
Este paso puede realizarse al menos 3 veces para cerciorarse de una medicidén exacta.

c. Posteriormente, dar clic en Analyze - Set scale y en Distance in pixels insertar el
promedio de las mediciones (en pixeles) realizadas previamente. Luego, insertar la
distancia conocida (known distance) de la recta y las unidades en la que se encuentra
(Unit of length).

Por ejemplo, para una imagen de un objetivo 20x, si la recta dibujada corresponde a 500
um (know distance) y su distancia en pixeles (Distance in pixels) es 1597, entonces la
escala automatica ajustada corresponderia a 3.194 pixeles/um.

d. Finalmente, seleccionar Global si la escala sera utilizada para un conjunto de imagenes

obtenidas con el mismo objetivo y luego dar clic en OK.

2. Cuantificacion de area de células individuales

e. Primeramente, en File - Open seleccionar la imagen de microscopia a cuantificar.

f. Las células individuales son consideradas aquellas que se encuentran totalmente
separadas del resto (Unicamente solas en el campo; pueden ser binucleadas) o dos células
muy juntas. De este modo, en la barra de herramientas, en funcién de la geometria de la
célula, seleccionar la opcién de poligono (polygon) o elipse (oval). En seguida, hacer Zoom
a laimagen (Image = Zoom ->In [+]) y delimitar los contornos célula por célula.

g. Después de delimitar el contorno una célula, presionar la tecla t para afiadir el elemento

a la ventana de ROI Manager.
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h. Finalizando la seleccidn total de las células, dar clic en Measure del ROl Manager y en
seguida, aparecera la ventana de resultados (Results) con las dreas de cada una de las
células.

i. Enlaventana de Results, guardar los datos en File - Save as - *nombre del archivo.csv
o .xls*

j-  Enlaventana de ROl Manager, seleccionar todos los elementos y luego dar clicen More>>

- Save... © *nombre del archivo*.

3. Cuantificacion de area nuclear en imagenes de fluorescencia con DAPI

k. Seleccionar la imagen que se desea analizar (File & Open) y transformarla a formato de 8
bits (Image - Type -> 8bit).

I.  Duplicar la imagen (Ctrl + Shift + D) y de preferencia guardarla con el nombre que sugiere
por default.

m. Paradisminuir un poco el ruido que llegase a tener la imagen, seleccionar el filtro Gaussian
(Process -» Filters - Gaussian Blur) y asignarle un Sigma (Radius) de 0.2 y dar clic en OK.

n. Invertir la imagen (Edit = Invert).

0. Ajustar el contraste en la ventana B&C (Ctrl + Shift + C) y dar clic en AUTO.

p. Ajustar los limites de particulas con el Threshold (Image - Adjust - Threshold),
seleccionar tipo Huang, Red y ajustar los limites y relleno deslizando |la segunda barra
(primeramente a la izquierda y poco a poco a la derecha hasta llegar al ajuste deseado).
Asegurase que la mayor parte de las particulas queden con forma definida, con bordes
regulares y con el menor ruido posible en los alrededores.

Finalmente, dar clic en Apply.

g. Para rellenar completamente las particulas seleccionar Process - Binary -> Fill Holes.
Para dividir algunas particulas ‘pegadas’, seleccionar Process = Binary > Watershed.

r. Confirmar la calibracién de la escala de pixeles a micrdmetros (Analyze - Set Scale).

s. Realizar el andlisis de particulas (Analyze - Analyze Particles) definiendo el rango de
tamafio requerido y seleccionando la informacién que queremos que nos proporcione.

Dar clic en OK.
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En seguida apareceran las ventanas de Results, Summary y ROl Manager. Minimizar todas
las ventanas excepto ROl Manager y la imagen original (inicialmente convertida a 8 bits).
En la ventana de ROl Manager dar doble clic en Show All para que tome en cuenta ahora
los pardmetros asignados sobre la imagen original.

Realizar Zoom a la imagen y de manera manual, descartar las particulas que fueron
tomadas en cuenta pero que estan fuera de los pardmetros asignados o no tienen una
forma definida (seleccionarlas con la herramienta *Oval o elipse* y dar clic en Delete del
ROl Manager); por el contrario, seleccionar la Herramienta *Oval o elipse* para
seleccionar una particula que no fue considerada y queremos que se agregue a la lista del
ROI Manager. Una vez seleccionada la particula en la imagen, dar clic en Add o presionar
la letra t.

Una vez definidas todas las particulas a analizar, en la ventana de Results, seleccionar
todos los elementos (Edit = Select All) y eliminarlos (Edit < Clear).

En la ventana del ROl Manager, seleccionar todos los elementos (Clic en el primer
elemento -» Shift + Fin) y dar clic en Measure, asi la lista de Results se actualizard con
base a las ultimas modificaciones realizadas.

Guardar la informacién de Results (File = Save As) en formato de hoja de calculo (.xIs o

.csv) y de ROl Manager (Seleccionar todo - More -» Save...) en el formato por default.

4. Cuantificacion de area de agregados celulares y niumero de células por agregado

y.

Z.

aa.

En File = Open seleccionar la imagen de microscopia a cuantificar.

Los criterios que se consideran como agregados celulares son aquellos que son un grupo
mayor a 3 células, agrupaciones redondas (no alargadas) y dreas mayores a 2500 um. Con
base a ello, en la barra de herramientas seleccionar Polygon y delimitar los contornos de
los aglomerados de las células, de acuerdo a las especificaciones mencionadas
anteriormente.

Una vez marcado el contorno del aglomerado, presionar la tecla t para afiadir el elemento

al ROl Manager.
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bb. Finalizando la seleccion de todos los agregados, dar clic en Measure del ROl Manager y a
continuacion, aparecera la ventana de Results. Analizar los valores de cada una de las
areas resultantes y eliminar (Edit = Cut) aquellos que se encuentren menor a 2500 um.

cc. Finalmente, guardar los datos de Results y ROl Manager como previamente se ha
mencionado.

dd. El conteo de células por aglomerado se realiz6 de modo manual, almacenando los datos

en hojas de célculo para ser analizados posteriormente.
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