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Resumen

En este trabajo se presenta un estudio sobre la modificacion superficial de vidrio por medio de plasmas de
pirrol para que soporten el crecimiento de células. La meta es crear una superficie rica en aminas que faciliten
la proliferacion celular. La superficie de vidrio se modificé mediante un reactor cilindrico de plasma a 13.5
MHz y 6x107 Torr. El plasma de pirrol se aplicé de forma continua sobre los substratos durante 10 y 60 min.
La afinidad hidrolitica de las superficies modificadas se estudi6 a través de la técnica de dngulo de contacto.
El cultivo celular se realizé sembrando células de hepatocitos HepG2 a diferentes concentraciones iniciales.
Se observé el comportamiento de los cultivos celulares con muestras tomadas a intervalos de 24 horas hasta
182 horas, en un microscopio invertido por contraste de fases. El estudio se enfocé en las diferencias cualita-
tivas de la adhesion, morfologia y proliferacion de células; comparando los datos de células sembradas en
soportes de vidrio sin tratar y tratados por plasma, y en cajas de cultivo comerciales de poliestireno.

Introduccion

El disefio y desarrollo de materiales biocompatibles, capaces de interactuar conveniente-
mente con células animales, tiene muchas aplicaciones médicas potenciales. En algunos
casos se usan para evitar la adhesion celular o en otros, para incrementarla [1-4]. El objeti-
vo en este trabajo es obtener recubrimientos superficiales de materiales que proporcionen
una buena biocompatibilidad interfacial, no estimulativa, para largo tiempo de contacto en
cultivos celulares.

Un cultivo celular es un proceso de crecimiento y conservacion de células bajo condiciones
de laboratorio. Se realiza normalmente en un soporte de cristal o plastico con algin trata-
miento orientado a incrementar su hidrofilicidad. El tratamiento usualmente consiste en
cubrir la superficie con algtn fluido que sustente las necesidades nutritivas de las células y
que reciba sus productos de desecho. El fluido debe renovarse periédicamente en condicio-
nes de esterilidad y temperatura controlada.

La habilidad de la superficie en contacto con células, para favorecer o inhibir el crecimiento
celular estacionario, puede modificarse con recubrimientos especificos que alteren su capa-
cidad de adhesividad y diferenciacion celular. La compatibilidad de estos recubrimientos
puede probarse directamente en animales mediante las llamadas pruebas in vivo 6 en culti-
vos celulares empleando pruebas in vitro. Las pruebas celulares in vitro presentan condi-
ciones ventajosas como la reduccion drastica del uso de animales de laboratorio, el control
del medio fisicoquimico en el que se desarrollan las células, la homogeneidad del cultivo y
la posibilidad de observar el proceso en cualquier momento usando microscopia 6ptica.

El proceso de adhesion celular pasa por varias etapas, en las que se observan cambios cuali-
tativos caracteristicos en la morfologia y proliferacién de las células sembradas. Inicialmen-
te, cualquier tipo de células tiene forma esférica, diferencidandose morfolégicamente de ma-
nera paulatina al adherirse. De la calidad de esta adherencia depende su desarrollo, diferen-
ciacion y proliferacion. En este trabajo se estudian los sustratos mds usados en crecimiento



celular: vidrio y poliestireno (PS). Usualmente, el PS es hidrofébico, pero puede cambiarse
hacia superficies hidrofilicas.

La modificacion superficial de un sustrato debe ser razonablemente homogénea, atn tratan-
dose de soportes con morfologias complicadas, como es el caso de los implantes de uso
médico y dental [5-7]. En este sentido, el tratamiento por plasma puede producir recubri-
mientos superficiales muy homogéneos sobre morfologias complicadas. El tipo de modifi-
cacion depende basicamente de la naturaleza de los gases del plasma, del nivel de energia
de las particulas en el plasma y de la naturaleza de la superficie.

En este trabajo se estudia el comportamiento cualitativo de superficies de vidrio con y sin
recubrimiento de polipirrol (PPy), aplicado mediante polimerizacién por plasma a baja pre-
sion. Se eligi6 pirrol como compuesto de partida de la modificacion superficial de los mate-
riales ya que su composicién quimica con aminas hetrociclicas y sus caracteristicas de
transporte de cargas eléctricas sensibles a la humedad de su entorno lo pueden convertir en
un material biocompatible con un gran potencial en aplicaciones médicas [10-14].

Seccion Experimental

Se utilizaron cubreobjetos convencionales de vidrio (Corning) y cajas Petri de PS (Corning)
como soportes para los cultivos celulares. Se sintetizé polipirrol (PPy) en el interior de un
reactor cilindrico de plasma a baja presion donde previamente se colocaron los cubreobje-
tos de vidrio de 22x22 mm y las cajas Petri tratadas de 35x10 mm.

El reactor es una cdmara tubular de vidrio con tapas roscadas y electrodos de acero inoxi-
dable que opera a frecuencia de 13.5 MHz y presién de 6x107 Torr; utiliza como fuente de
energia un generador RF CESAR 136 de Dressler y una bomba de vacio BC EDWARDS.
El pirrol (Aldrich) se alimenta en fase gaseosa a temperatura ambiente. La descarga del
plasma de pirrol sobre los substratos se hizo de forma contintia a tiempos de reaccion de 10
y 60 min para obtener el sustrato de PPy. Como testigos se usaron cubreobjetos y cajas Pe-
tri del mismo lote, pero sin el recubrimiento de PPy.

Para realizar el cultivo celular, los sustratos de vidrio se colocaron dentro de cajas de culti-
vo y se sembraron células hepéticas (hepatocitos) de cultivo secundario HepG2, con cam-
bio de medio y registro fotografico de su evolucién a intervalos de 24 horas hasta las 182
horas utilizando un microscopio invertido por contraste de fases Zeizz Axiuvert 25 y un
equipo de fotografia digital adaptado. El medio empleado fue el Williams E W4125 de
Sigma, suplementado con suero fetal bovino.

Los hepatocitos son células multifuncionales complejas, de amplio uso en investigacion de
cultivos celulares; recién sembrados son esféricos y pasado un tiempo, conforme se anclan
a la superficie, cambian a morfologia poligonal. Estas células solo se multiplican si consi-
guen adherirse, multiplicacion que se favorece a su vez por la cercania con otras células y
que se detiene al recubrir en monocapa toda la superficie disponible, en ese momento se
inhibe naturalmente la multiplicacién celular. La apariencia, morfologia y velocidad de
multiplicacién estdn directamente relacionadas con la calidad de la adherencia al sustrato.

Resultados y Discusion

Como el crecimiento y proliferacion de las células estd afectada por su densidad, por la
calidad del medio nutritivo y por el tipo de sustrato, se emplearon los mismos medios de
cultivo y dos densidades celulares diferentes: 2x10° células/ml y 4x10° células/ml; conser-
vando como variable el sustrato, con y sin recubrimiento de PPy. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado. En la Fig. 1 se muestran dos cubreobjetos recién sembrados a la



misma concentracion celular y medio de cultivo. En la Fig. 1b) se observa que el sustrato
de PPy del cubreobjetos tratado se hincha al contacto con el medio nutritivo, presentando
irregularidades que no se observan en la Fig. 1a).

Fig. 1 - (2x10° células/ml iniciales, 20x): 1a) Cubreobjetos control 1 sin polimero, con células y medio de
cultivo, 1b) Cubreobjetos 1 con tratamiento de plasma de pirrol, con células y medio de cultivo.

A las 24 horas de la siembra, a una concentracién inicial de 4x10° células/ml y antes de
renovar el medio de cultivo original, se comparan con soportes de vidrio sin tratar (Fig. 2a),
una caja de PS con tratamiento comercial (Fig. 2b) y un soporte de vidrio con tratamiento
de PPy, observdndose que las células sembradas sobre el polimero crecen y proliferan con
mayor rapidez que las sembradas sobre vidrio no tratado o sobre cajas de cultivo comercia-
les de PS. En todos los casos, la adhesidon produce cambios en la morfologia, las células
presentan una morfologia poligonal caracteristica de los hepatocitos.

Fig. 2 - Seguimiento a 24 horas de la siembra (4x10° células/ml iniciales, 20x): 2a) Cubreobjetos control sin
polimero, con células y medio de cultivo, 2b) Células adheridas en la caja de cultivo (PS), 2¢) Cubreobjetos 2
con tratamiento de plasma de pirrol, con células y medio de cultivo.

Fig. 3 - Cubreobjetos con polimero a 48 horas de la siembra (4 x 10° células/ml iniciales, 20x), después de
cambio de medio y caja: 3a) Centro del cubreobjetos, 3b) Limite del cubreobjetos-caja de cultivo.

La proliferacion celular se favorece por contacto; por lo que es usual una mayor densidad
en el centro de las muestras, ver Fig. 3. La Fig. 3a muestra una fotografia después de reno-



var el medio y cambiar de caja de cultivo. En la Fig. 3b se compara el centro del cubreob-
jetos con un extremo del mismo con la caja de PS como fondo. En el cambio de medio las
células se desprenden con facilidad de las superficies no tratadas, elimindndose junto con el
medio y los desechos producto de la actividad celular.

La superficie sin tratar de la Fig. 4a) tiene una apariencia tersa y uniforme. A diferencia de
las superficies tratadas que, al contacto con las soluciones fisiologicas y el agua (Fig. 4b y
4c, respectivamente), presentan hinchamiento en la pelicula de PPy que no se muestra en la
superficie sin tratar y que probablemente contribuya a mejorar el anclaje celular.

Fig.4-(2x 10 > culas /ml): 4a) Control, cbreobjetos in plasma a 24 horas del sembrado (20x), 4b) cu-
breobjetos con plasma a 24 horas del sembrado (20x), 4c) Cubreobjetos con plasma y agua, sin células (32x).

Se sembraron células a una concentracién inicial de 2x10° células/ml en cubreobjetos del
mismo fabricante y lote sin plasma (Fig. 5a, 5b y 5c), y con plasma de pirrol. El experimen-
to se siguid por siete dias con cambio de medio cada 24 horas, observandose también dife-
rencias cualitativas en la morfologia y proliferacién que favorecen a los soportes tratados

(Fig. 5d, Se y 5f).

Fig.5-2x 10 > células /ml: 5a) Control a 24 hrs., 5b) Control a 72 hrs.), 5¢)Control a 168 hrs., d) Cubreob-
jetos con plasma, 24 hrs., e) Cubreobjetos con plasma,72 hrs, f) Cubreobjetos con plasma, 168 hrs.

Conclusiones
De acuerdo a los resultados de los experimentos cualitativos, se observa que un sustrato de

PPy sintetizado por plasma incrementa la adhesividad y proliferacion de hepatocitos.
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