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RESUMEN  

 

Para que cualquier sistema biológico pueda llevar a cabo sus funciones 

correctamente necesita recibir una serie de estímulos específicos que le indica el 

estado del medio y de esta manera ser capaz de responder de manera coordinada 

y adecuada. El estudio de enfermedades, el desarrollo de nuevas tecnologías y la 

elaboración de nuevos biomateriales, requieren del uso de modelos biológicos que 

permitan obtener información acerca del funcionamiento del sistema, y así poder 

hacer predicciones que serán trasladadas a modelos aún más complejos. Uno de 

los modelos más usados es el cultivo celular y a pesar de que este ha aportado en 

gran medida a la generación de conocimiento en muchas áreas, tiene limitaciones. 

El diseño de sustratos que tengan la capacidad de proveer de mejores estímulos a 

las células es una de las maneras que se han propuesto para mejorar la información 

que se puede obtener de este modelo. El presente trabajo tuvo como objetivo 

diseñar un sustrato de poliacrilamida capaz de estimular a fibroblastos 3T3 Swiss 

de tal manera que estos pudieran crecer mejor que en un cultivo clásico de 

poliestireno. Para este propósito se polimerizaron hidrogeles de poliacrilamida con 

concentraciones crecientes de fotoiniciador AIBA, y se evaluó la citocompatibilidad 

que este material tenía al albergar fibroblastos 3T3 Swiss usando el ensayo de MTT. 

A continuación, se funcionalizó la superficie del material con colágeno para 

determinar si la presencia de esta proteína afectaba el crecimiento de los 

fibroblastos sobre la superficie del material en comparación los hidrogeles sin 

funcionalizar. Se encontró que los hidrogeles polimerizados con .02g de 

fotoiniciador AIBA estimularon de manera indirecta y en mayor medida el 

crecimiento de los fibroblastos en comparación con el control sin hidrogel y a las 

otras concentraciones usadas. Los hidrogeles recubiertos de colágeno fueron 

capaces de estimular el crecimiento de los fibroblastos en comparación con el 

control de fibroblastos sembrados directamente sobre los pozos. Así mimo se 

determinaron las cantidades de AIBA que son nocivas para las células y se 

determinó a biocompatibilidad de cada uno de los hidrogeles de acuerdo a la 
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ISO10993-5. Se logró crear un material con una interfaz proteica capaz de estimular 

positivamente el crecimiento de fibroblastos 3T3 Swiss in vitro, esto podrá ser de 

utilidad para el estudiar el efecto que diversos elementos de la matriz extracelular 

tienen sobre las células, además este sustrato también tiene el potencial de ser 

recubierto con una combinación de proteínas diferente, para destinar su uso a otro 

tipo de células. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Las células son entes biológicos que necesitan recibir estímulos del medio intra y extra 

celular para poder llevar a cabo procesos como el desarrollo de tejido, homeostasis, 

regeneración y diferenciación (Nelson & Bissell, 2006). El microambiente externo  

incluye factores de crecimiento, citocinas, células vecinas, proteínas de adhesión y 

todos estos elementos pueden llegar a encontrarse en la matriz extracelular (MEC) 

(Rozario & Desimone, 2011b) gracias a que está formada principalmente de  una red 

de colágeno y proteoglicanos que tienen funciones de anclaje y soporte estructural 

que ayudan a la formación de gradientes de diferentes moléculas a los que las células 

serán capaces de responder (Järveläinen, 2009). 

El efecto de las moléculas solubles y transitorias de la MEC que dictan los procesos 

celulares ha sido ampliamente estudiado y caracterizado, mientras que el efecto 

fisicoquímico y mecánico que el ambiente proporciona, y él  cómo la célula puede 

responder a estos estímulos, ha sido estudiado en menor medida. Se ha descrito que 

el medio extracelular no es solo un soporte pasivo, sino un modulador activo de 

procesos como proliferación, migración y regeneración celular (Nelson & Bissell, 2006). 

Además, se ha descubierto que perturbaciones en cualquiera de los componentes de 

la matriz extracelular podría llevar a patologías severas como aparición de tipos cáncer 

más agresivos y fibrosis (Aung et al., 2014; Nakasaki et al., 2015). Los  diferentes 

tejidos presentes en el cuerpo necesitan de condiciones específicas para llevar a cabo 

sus funciones de manera correcta, como la  reparación de una herida, en este caso el 

tejido necesita que varios requerimientos se cumplan, según el tipo de daño, 

localización y gravedad (Mir et al., 2018). 

Los cultivos convencionales en 2D nos han ayudado a comprender los mecanismos 

que las células usan para responder a estímulos y adaptarse a las condiciones que le 

son presentadas, pero es posible obtener mejor  y más información de estos sistemas 

usando técnicas como el cultivo en 3D ya que de esta manera la brecha entre sistemas 

de cultivo celular y la fisiología celular se cierra considerablemente (Cukierman, 
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Pankov, & Stevens, 2001). En específico se necesita crear un sistema que permita 

emular lo mejor las propiedades de la MEC que está presente en los tejidos de forma 

natural, esto se ha logrado gracias al cultivo celular en matrices 3D. Este tipo de cultivo 

tiene como ventaja la promoción de la adhesión, transporte de nutrientes, gases y 

factores de crecimiento que las células necesitan, además de proveer un ambiente 

físico similar al presente en los tejidos, por lo que los biomateriales usados para estos 

fines han tenido un papel clave en mejorar nuestro entendimiento sobre las 

propiedades que la MEC tiene y como esta influencia la respuesta celular (Varghese 

& Elisseeff, 2006).  . 

 

En este sentido los hidrogeles han probado ser de gran ayuda, ya que propiedades 

como su hidrofilicidad les permiten absorber agua y biomoléculas de diferentes tipos, 

además dependiendo de la naturaleza del polímero con el que están hechos y el  

método de síntesis, se pueden variar propiedades como módulo de elasticidad, 

porosidad y relieve, haciéndolos materiales  versátiles. Asimismo pueden cubrir 

superficies y llenar espacios, lo que los hace atractivos para cerrar heridas, ya que si 

son previamente tratados con nutrientes, fármacos o factores que promuevan la 

homeostasis, pueden liberar su contenido de manera controlada (Magnus S. Ågren, 

2016). 

La creación de estos materiales necesita ser abordada interdisciplinariamente, 

haciendo uso de la ingeniería de tejidos, el cultivo celular y el diseño de biomateriales, 

para así crear andamios en los que uno o varios tipos celulares puedan crecer y ser 

estudiados in vitro o aplicar su uso directamente a la regeneración de tejidos. Existen 

un gran variedad de hidrogeles que han sido estudiados para aplicar su uso como 

análogos de matriz extracelular, tanto naturales como sintéticos; la poliacrilamida, que 

forma parte de estos últimos, fue originalmente usada como soporte de electroforesis 

en 1959 y sigue usándose actualmente en tareas que van desde el tratamiento de 

aguas residuales (Siyam, 2001),hasta el cultivo celular; gracias a que su síntesis 

puede ser dirigida fácilmente, controlando propiedades como su módulo de elasticidad 

y tamaño de poro, además de que es altamente reproducible.  
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Mucho de  los biomateriales usados en el cultivo celular 3D por si solos no contienen 

todos los elementos necesarios para que células puedan alojarse y desarrollarse de 

forma normal, para esto es necesario proveer de manera externa dichos elementos, 

en otras palabras: es necesario modificar la composición interna y/o externa del 

hidrogel, añadiendo moléculas que promuevan la adhesión, proliferación y estimulen 

a las células como lo haría la MEC de manera natural. Sin embargo, hidrogeles 

fabricados con poliacrilamida no son capaces de adsorber proteínas per se, por lo 

tanto es necesario  unirlas covalentemente para conferirles nuevas características a 

estos materiales (Pelham and Wang, 1997).   
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Capítulo 1: Marco Teórico  
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1. Matriz extracelular  

 

Función de la matriz extracelular 

La MEC es el componente no celular presente entre todos los tejidos y órganos, 

provee soporte físico, actúa como señalizador y organizador en procesos de formación 

de tejidos, diferenciación y homeostasis, incorpora biomoléculas en diferentes 

concentraciones para dar apoyo a una gran variedad de tejidos con demandas 

estructurales muy diversas (Figura1). Defectos en sus componentes se han asociado 

a patologías como la osteogénesis imperfecta y el síndrome de Ehlers – Danlos 

(Frantz, Stewart, & Weaver, 2010; Hubmacher & Apte, 2013). 

 

En esta, gran cantidad de tipos celulares, mediante la mecanotransducción, regulan 

la expresión de genes y los cambios bioquímicos intracelulares.  Debido a que las 

células constantemente sondean el ambiente aledaño y ajustan su microambiente 

mecánico como la reorganización de su membrana lipídica, canales iónicos activados 

por estrés, proteínas transmembranales, proteínas G unidas a receptores que pueden 

servir como mecanosensores (Fredberg et al., 2009; Wang, Tytell, & Ingber, 2009). 

Por lo tanto la MEC al estar formada de una red de macromoléculas que se unen para 

integrar un compósito estable y que además almacena factores de crecimiento y 

moléculas bioactivas, es una entidad dinámica que determina comportamientos y 

características como proliferación, adhesión, migración, polaridad, diferenciación y 

apoptosis (Yue, 2014). 
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Figura1. Representación de una célula interactuando con algunos componentes de 

la matriz extracelular. Tomado de Connie et al., 2013. 

 

Fibroblastos 

Son las células más predominantes en el tejido conectivo, las cuáles secretan 

continuamente varios componentes de la matriz extracelular MEC como colágeno 

tipo 1 y 3. Dependiendo de su tejido de origen y estado fisiológico, estas células 

pueden adquirir fenotipos morfológicos distintos y adquirir varias propiedades 

funcionales. Un ejemplo de esto ocurre en el evento de una herida, aquí los 

fibroblastos migraran, proliferaran y producirán grandes cantidades de matriz 

colagenosa que ayudará a reparar y aislar el tejido dañado (Alberts et al., 2015).  

 

Componentes de la matriz extracelular 

La MEC se compone principalmente  de dos macromoléculas: los proteoglicanos (PG) 

y el colágeno (Figura2) (Järveläinen, 2009). Este último compone la mayor parte de la 

MEC y le confiere resistencia a estrés mecánico y sitios de unión a células. En 

contraste,  los PG llenan el espacio entre el colágeno  y forman un hidrogel con 

funciones de buffer, hidratación, unión y resistencia a diversas fuerzas (Fratzl et al., 

1998). 
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Aunque en menor cantidad, la MEC alberga macromoléculas como factores de 

crecimiento y citoquinas, por ejemplo el factor de crecimiento del fibroblasto (FGF) que 

se une a las cadenas heparan sulfato de los PG y puede formar gradientes de 

concentración que regulan la migración y proliferación(Lu, Takai, Weaver, & Werb, 

2011). 

 

Figura 2. Componentes principales de la MEC. Tomado de Connie et al., 2013. 

 

Colágeno 

El colágeno es la proteína fibrosa más abundante en el cuerpo conformando el 30% 

de la masa de un organismo multicelular promedio; esta macromolécula provee fuerza 

tensil, regula la adhesión, tiene un rol importante en la quimiotaxis, migración y 

desarrollo de tejidos (Rozario & Desimone, 2011a). Es sintetizado  por diversos tipos 

celulares como los fibroblastos, odontoblastos y osteoblastos para dar soporte 

estructural a las células (Leblond, 1989).  

 

 

Está compuesto de 3 cadenas α polipeptídicas que forman una estructura triple hélice 

(Figura 3). Se ha descubierto que 46 cadenas de colágenos se unen entre ellas para 
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formar 28 tipos de colágeno (Mecham, 2012; Ricard-Blum, 2011), estos a su vez se 

catalogan  en colágenos fibrilares(e.g., tipos I, II, III), colágenos formadores de redes 

(e.g., colágeno de membrana basal tipo IV), colágenos asociados a fibrillas con 

interrupciones en sus triple hélices (FACITs) (e.g., tipo IX, XII), y otros (e.g., tipoVI) 

(Yue, 2014). 

 

 

Figura 3. Representación de una molécula de colágeno fibrilar. Tomado de (Gelse, 

Po, & Aigner, 2003) 

 

Proteoglicanos 

 

Los PG son proteínas que tienen unidas en su centro cadenas de polisacáridos 

cargados negativamente, conocidas como glicosaminoglicanos (GAG) y están unidos 

covalentemente. Estos se pueden clasificar de acuerdo a la estructura de la secuencia 

de disacáridos que la conforman, algunos de sus subtipos son heparan sulfato (HS), 

condroitín sulfato (CS), queratán sulfato (KS) y dermatán sulfato (DS). La variedad de 

estas cadenas le confieren propiedades de unión y señalización diversas  a las 

proteínas a las cuales se unen. (Schaefer & Schaefer, 2010). 

 

 

 

 

Estas proteínas están presentes en gran medida en la MEC de tejidos conectivos.  

Participan como co receptores de factores de crecimiento, inician y modelan cascadas 

de señalización, además de proteger a los factores de crecimiento de proteasas 



19 
 

circundantes y guiar la migración celular mediante gradientes de concentración. En la 

membrana celular regulan la proliferación, endocitosis, migración, detección de 

factores de crecimiento y adhesión.(Fukuda, 2010) 

 
 

2. Hidrogeles como análogos de MEC  

 

Efecto del ambiente 2D y 3D en el comportamiento celular 

 

A través de los años se ha demostrado que el ambiente in vitro tiene la capacidad de 

mediar cambios en el ciclo celular, metabolismo y en el transporte de macromoléculas 

(Birgersdotter, Sandberg, & Ernberg, 2005). Tan solo el número de genes expresados 

en tejidos y en líneas celulares varía un 30% aproximadamente y se cree que el 

ambiente extracelular activa cascadas extracelulares que influencian el fenotipo 

alterando los genes y la expresión de proteínas (Birgersdotter et al., 2005). Un ejemplo 

de esto es que se ha observado que al cultivar células adherentes en un ambiente 2D, 

estas se polarizan, ya que solo una parte de la célula interactúa con la superficie y la 

otra está expuesta al medio (Zhang, Ellis-Behnke, & Zhao, 2013), lo que ocasiona una 

expresión atípica de proteínas relacionadas a la mecanotransducción y en 

consecuencia la expresión de un fenotipo anormal (Gieni & Hendzel, 2008).  

 

En cambio el cultivo en 3D al tener una arquitectura tridimensional logra imitar de 

manera más acertada el microambiente nativo de las células, más específicamente el 

de las señales que la MEC utiliza para regular varios procesos ya mencionados con 

anterioridad. Esta capacidad es producto de la amplia gama de metodologías que 

existen para elaborar  los materiales usados en este tipo de cultivo, ya que 

propiedades como dureza y porosidad pueden ser moduladas mediante las 

concentraciones  y tipos de polímeros, o de agente entrecruzante,  y propiedades 

como adherencia, proliferación o efectos de algún fármaco, pueden ser reguladas y 

estudiadas modulando la concentración de proteínas de unión, factores de crecimiento 

y fármacos usados en los materiales 3D. 
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Los diseños más comunes de andamios en 3d son los Esferoides, organoides, 

órganos en chips, hidrogeles, impresión en 3d con biomateriales, cada uno con 

diferentes ventajas y desventajas, usados en la investigación y/o en el tratamientos 

clínicos (Fang & Eglen, 2017). 

 

Mecanotransducción 

Es un proceso por el cuál las células perciben  y responden a estímulos mecánicos 

convirtiéndolos en señales bioquímicas que causara una respuesta celular 

específica (Figura 4). Esto revela un nuevo nivel de modulación celular y nuevo 

enfoque que se le puede dar al estudio de las propiedades de la MEC (Chalfie, 

2010). Uno ejemplo de esto es el  rol que tiene el citoesqueleto en la respuesta a 

estímulos físicos  como la rigidez del ambiente (Alberts et al, 2015). 

 

 

Figura 4. Representación de algunas de las cascadas de señalización que son 

inducidas por la interacción del colágeno en la MEC. Tomado de (Wang & Tytell, 

2009). 
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Hidrogeles 

Los hidrogeles son cadenas  entrelazadas de polímeros capaces de almacenar agua 

gracias a los grupos funcionales ubicados en su estructura (Ahmed, 2015) y formar un 

ambiente 3D similar al de la mayoría de los tejidos, además facilitan el transporte de 

oxígeno, nutrientes, desechos y simulan el transporte de moléculas de manera muy 

aproximada a los ambientes naturales del cuerpo humano (Nguyen & West, 2002). 

 

Estos se pueden clasificar en naturales y sintéticos, los primeros derivados de fuentes 

naturales como el colágeno, ácido hialurónico (AH), fibrina, alginato, agarosa y 

quitosano, pueden extraerse de la matriz extracelular de mamíferos o algas y servir 

para diferentes propósitos, además de ser bioactivos, biocompatibles y tener baja 

toxicidad. En segundo lugar están los sintéticos que pueden ser creados a través de 

métodos como la foto o termo polimerización, los materiales más comunes son el 

polihidroxietilmetacrilato (PHEMA), el polietilenglicol (PEG) y el polivinil alcohol (PVA). 

Las ventajas que estos suponen son el control de propiedades mecánicas,  densidad 

del agente entrecruzante y biodegradación, con la desventaja de ser más citotóxicos 

y menos biocompatibles (Peppas, Hilt, Khademhosseini, & Langer, 2006).  

Al haber una gran variedad de hidrogeles con propiedades distintas, pueden aplicarse 

en diversas situaciones, como el llenar el espacio entre tejidos, transportadores de 

biomoléculas, servir de estructuras tridimensionales que organicen a las células y 

otorgar estímulos adecuados para la formación de estímulos deseados (Drury & 

Mooney, 2003). No todos los hidrogeles promueven la adhesión celular por si solos, 

como es el caso de la poliacrilamida, esta necesita ser combinada o “funcionalizada” 

con otras moléculas que permitan esta interacción (Drury & Mooney, 2003). En 

contraste con lo anterior, existen los hidrogeles de alta biocompatibilidad como el 

Matrigel, hecho de extracto de matriz extracelular, que contiene laminina-111, 

colágeno IV, heparán sulfato, nidógeno-1 y factores de crecimiento como el factor de 

crecimiento del fibroblasto, factor de crecimiento transformante beta, el factor de 

crecimiento epidermal, entre otros. Este biomaterial ha sido usado para estudiar la 

progresión del cáncer (Benton, Kleinman, George, & Arnaoutova, 2011), 
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diferenciación celular, para cultivar explantes de una gran variedad de tejidos 

(Kleinman & Martin, 2005), por mencionar algunas de sus aplicaciones. 

Polimerización  

 

La manera en que los monómeros son ensamblados en cadenas poliméricas juega un 

papel  clave en propiedades del hidrogel como elasticidad, viscosidad, dureza y 

resistencia a la temperatura.(Maitra & Shukla, 2014), dependiendo de la naturaleza 

del monómero es el tipo de polimerización a usar, en cualquiera de los casos, la 

estructura de este es alterada por el proceso de entrecruzamiento que se usa. 

 

Dichos métodos pueden dividirse en dos tipos: los químicos y los físicos, los primeros 

se logran comúnmente a través de la polimerización por radicales  de monómeros de 

bajo peso molecular, en presencia de agentes entrecruzantes que sirven como 

catalizadores de la reacción, la ventaja de este método es que algunas propiedades 

del hidrogel se pueden modular a través de la concentración de agente entrecruzante 

usado, pero los radicales libres (RL) liberados en el proceso pueden ser citotóxicos 

para las células así que se debe de evaluar su biocompatibilidad(Hennink & van 

Nostrum, 2012), así como la purificación del producto final. Los métodos físicos se 

caracterizan por evitar el uso de agentes entrecruzantes, por lo que la integridad de 

las moléculas bioactivas usadas es conservada en mayor medida, en consecuencia 

las biocompatibilidad aumenta, el inconveniente es que las propiedades mecánicas 

no son tan buenas y modulables en comparación con los métodos de polimerización 

químicos (Akhtar, Hanif, & Ranjha, 2016). 
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Acrilamida y poliacrilamida 

 

La acrilamida (AA) es un monómero cristalino, blanco y altamente soluble en agua que 

se obtiene de la hidratación del acrilonitrilo. Su forma polimérica, la poliacrilamida (PA) 

(Figura 5), se usa principalmente en la investigación en técnicas como la electroforesis, 

cromatografía y en la microscopia electrónica, así mismo tiene aplicaciones en el 

tratamiento de aguas residuales (Siyam, 2001) y elaboración de papel (Yuan & Hu, 

2017). Su forma de monómero es neurotóxica, causando alucinaciones y 

entumecimiento de las extremidades, una vez que se polimeriza pierde estos efectos 

citototóxicos (Saboktakin, 2014). 

 

El uso de PA ha llamado la atención en el campo del cultivo celular ya que cuenta con 

un rango amplio de propiedades mecánicas que pueden ser modificadas a través de 

las concentraciones del monómero y del método de polimerización. Lo anterior ha 

llevado a este material a contar con una gran cantidad de protocolos para la 

preparación de hidrogeles destinados en el uso en cultivo celular (Caliari & Burdick, 

2016). 

 

Por otro lado el uso de AC supone varias desventajas en el cultivo celular, la que se 

encuentra más frecuentemente en la literatura es que a pesar de tener una buena 

biocompatibilidad, por sí solo este material no es suficiente para promover la adhesión 

y proliferación celular, necesita ser funcionalizado y/o agregársele elementos 

bioactivos que auxilien en estos procesos. Así mismo se ha encontrado que cuando 

este polímero tiene un módulo de elasticidad bajo , tiende a presentar una topografía 

irregular e impredecible, lo cual es poco atractivo si se quieren desarrollar protocolos 

estandarizados para cultivo celular con resultados pronosticables (Saha et al., 2010). 

Por último, las metodologías de cultivo celular con  poliacrilamida se limitan a su uso 

en cantidades pequeñas, ya que utilizar este polímero en grandes superficies puede 

resultar en un manejo complicado que afecte su topografía, por lo que trabajar con 

lotes pequeños es lo más recomendable (Syed, Karadaghy, & Zustiak, 2015). 
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Figura 5. Polimerización de PA. Tomado de (Kandow, Georges, Janmey, & Beningo, 

2007) 
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Fotoiniciadores 

 

Son compuestos capaces de convertir energía lumínica a energía química en forma 

de especies iniciadoras, RL o cationes. Para que esto ocurra las bandas de absorción 

del fotoiniciador deben de  sobrelaparse con las de emisión del espectro de la fuente 

de luz (Photoinitiators, 2001). Una vez que los radicales libres del fotoiniciador han 

interactuado con los monómeros, se unen dejándolos con un radical libre que a su vez 

se unirá a los demás monómeros y comenzarán a formarse cadenas hasta que la 

reacción finalice, formando así una red de cadenas. La activación y uso del 

fotoiniciador genera radicales libres que pueden resultar citotóxicos para las células 

en ciertas concentraciones, por lo que  realizar ensayos de biocompatibilidad en los 

hidrogeles polimerizados a través de este método deben de ser realizados. 

 

Existen una gran variedad de fotoiniciadores por RL, pero los más usados son los 

iniciadores azo y los peróxidos, los cuales pueden variar en eficiencia, en el tipo del 

radical formado y el tipo de cadena formada, lo cual los hace atractivos por adaptarse 

al tipo de producto deseado (Wako Pure Chemical Industries, 2016).  

2,2'-Azobis (2-amidinopropano) diclorhidrato 

También conocido como AIBA (Figura 6), es un iniciador de radicales libres, soluble 

en agua que puede ser activado térmicamente o por exposición a luz, está clasificado 

como un iniciador Azo ya que cuenta con un grupo Azo (R-N=N-R’). Este compuesto 

forma grupos carbono al activarse y las cadenas de polímeros que genera son lineales 

(Wako Pure Chemical Industries, 2016). Se han realizado estudios en donde se 

concluye que algunos de los RL remanentes de la reacción de polimerización son 

directamente citotóxicos o pueden reaccionar con el oxígeno formando radicales 

alcoxi y peroxi (Krishna et al., 1994).  

 

 

 



26 
 

Como iniciador de reacciones de polimerización en hidrogeles, ha sido usado para 

formar microgeles de N-isopropilacrilamida, metilenbiscarilamida y vinilbenzilisothioni 

(NIPAM), (MBA) (VBIC) (Meunier, Pichot, & Elaïssari, 2006). Cabe mencionar que este 

fotoiniciador ha sido poco utilizado en comparación de otros en la síntesis de 

hidrogeles, prueba de esto es la poca información bibliográfica encontrada en artículos 

y en libros acerca de sus efectos en células animales.  

 

 

Figura 6. Estructura química del AIBA. Tomado de  (Sigma- Aldrich, 2019). 

 

 

 

Funcionalización de hidrogeles 

 

A pesar de las ventajas que supone el uso de hidrogeles como la poliacrilamida en el 

cultivo celular, por sí solos no contienen moléculas bioactivas y son químicamente 

inertes, esto  afecta directamente el comportamiento celular, pudiendo resultar en la 

expresión de un fenotipo distinto (Loessner et al., 2016) . En respuesta a este 

problema la funcionalización de hidrogeles busca incorporar biomoléculas a su 

estructura, estimulando a las células como lo haría el ambiente nativo. Para esto es 

necesario activar dichos materiales (Figura 7) de tal forma que puedan unirse a las 

moléculas de interés de manera estable. 
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Figura7. Activación de PA mediante Sulfo-SANPAH y luz UV. Aquí el grupo reactivo 

nitrofenil azida se expone a luz UV de (320-350nm) para formar un grupo nitreno 

que puede reaccionar de manera inespecífica con la PA. Además el grupo 

sulfosuccinimidil también puede reaccionar con los grupos amino de las proteínas. 

Tomado de  (Kandow et al., 2007). 

 

 

3. Diseño de biomateriales 

 

Características de un biomaterial 

 

La ingeniería de tejidos es la fabricación de tejidos y órganos artificiales usando 

biomateriales que brinden un ambiente con los estímulos correctos para que las 

células respondan a ellos, y puedan realizar sus funciones de la manera en que  lo 

harían en un ambiente in vivo (ISO 10993-5, 2009). Por lo tanto, para que un andamio 

celular pueda considerarse apto para usarse en la ingeniería de tejidos, debe de 

cumplir con ciertos requerimientos los cuales son biocompatibilidad, 

biodegradabilidad, propiedades mecánicas adecuadas, que la arquitectura del 

andamio sea la correcta y que las técnicas de manufactura del andamio sean 

accesibles y costeables. Para que el  biomaterial sobre el cual el órgano, tejido o 

células interactuaran se catalogue como “diseñado”, debe de  contar con 4 factores, 
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los cuales son andamio celular, células, bioreactor y factores de crecimiento (O’Brien, 

2011). 

 

Biocompatibilidad 

 

Se refiere a la interacción de un sistema biológico con un material, y que esta no 

resulte ser tóxica o dañina para el sistema (Paleos, 2012). Para evaluar la 

biocompatibilidad de un material es necesario seguir un protocolo ya estandarizado y 

aceptado, para así poder tener un marco de referencia que nos permita comparar con 

otros estudios realizados de la misma manera el grado de sinergismo que existe entre 

estos, de lo contrario puede que los resultados se presten a interpretaciones diferentes 

y el método o producto obtenido de la investigación no pueda replicarse en otros 

lugares, o bien no sea comercializable ya que existirán dudas de su funcionamiento. 

Existen diferentes maneras de evaluar la biocompatibilidad de un material, estas 

dependen de la naturaleza del mismo o de la naturaleza del sistema biológico con el 

que estará en contacto al momento de su uso, los métodos considerados para evaluar 

la biocompatibilidad según la Food Drug Administration (FDA) son: citotoxicidad, 

sensibilización, hemocompatibilidad, pirogenicidad, implantación, genotoxicidad, 

carcinogeniciad, toxicidad reproductiva, en el desarrollo, y evaluación de degradación 

(Goode, 2016). 

 

Desde que la poliacrilamida empezó a ser usada como biomaterial, fue sujeta a 

estudios que evaluaron su biocompatibilidad para destinarla a usarse en la cirugía 

reconstitutiva de tejidos blandos, gracias a que cuenta con la característica de 

degradarse lentamente y que no se desplaza entre tejidos (Bello et al., 2007; 

Christensen, Breiting, Aasted, Jørgensen, & Kebuladze, 2003; Von Buelow & Pallua, 

2006). Además su toxicidad, comportamiento en relación a otros tejidos blandos, 

mamarios y glandulares, han sido bien caracterizados. (Christensen et al., 2003; Yang, 

2008) 
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Citotoxicidad 

 

Cualidad que tiene un compuesto de ser tóxico para las células, medir esta cualidad 

y relacionarla con la viabilidad de células en crecimiento es un recurso ampliamente 

usado para predecir el potencial tóxico que tendrá un material en un organismo (Riss, 

Moravec, & Niles, 2011). Existen dos métodos para evaluar esta propiedad, el 

cuantitativo y el cualitativo; este último se obtiene a partir de examinar las células 

microscópicamente y se presta especial atención en cambios de morfología, 

vacuolización, desprendimiento, lisis celular e integridad de la membrana.  El método 

cuantitativo mide la muerte celular, la inhibición del crecimiento, la proliferación, la 

formación de colonias a través del número de células, cantidad de proteínas, enzimas 

liberadas, síntesis de colorantes y cualquier otro método que pueda ser cuantificado. 

Es importante señalar que cuando la viabilidad desciende de 70% el material se 

considera citotóxico, aunque también existe una clasificación para materiales 

evaluados en este criterio (Tabla 1) (ISO 10993-5, 2009). 
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Tabla1. Clasificación de citotoxicidad por morfología y viabilidad celular (ISO 

10993-5, 2009). 

 

Clasificación Reactividad Condición de los cultivos 

 

0 

 

Ninguna 

Gránulos citoplasmáticos discretos, no hay lisis  celular, 

no hay reducción en el crecimiento celular. 

 

 

1 

 

 

Poca 

No más del 20% de las células están redondas, 

desadheridas o con gránulos intracitoplasmáticos. Pocas 

células muestran cambios en morfología y hay poca lisis 

observable. 

 

 

2 

 

 

Mediana 

No más del 50% de las células están redondas, hay 

gránulos intracitoplasmáticos considerables, hay lisis y 

cambios morfológicos en menos del 50% de las células. 

 

3 

 

Moderada 

No más del 70% de las células están desadheridas o 

lisadas, las membranas celulares están parcialmente 

dañadas, hay inhibición en del 50% del crecimiento 

celular. 

4 Severa Casi el 100% de las células tienen la membrana destruida. 

 

 

Evaluación de citotoxicidad a través de MTT 

 

El bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), es un reactivo usado 

para evaluar la actividad mitocondrial de las células, el mecanismo celular exacto aún 

no se entiende completamente, pero se sabe que el NADH u otras moléculas 

reductoras que transfieren electrones, participan en esta reacción, en donde el 

colorante amarillo del MTT  se reduce produciendo formazan de color púrpura, para 

después ser expulsado de la célula mediante exocitosis  en forma de cristales 

(Goodwin, Holt, Downes, & Marshall, 1995; Liu, Peterson, Kimura, & Schubert, 1997). 

El formazan metabolizado, puede ser después solubilizado y cuantificado en un 

espectrofotómetro a 570 nm para evaluar la cantidad de  células que se encuentran 

metabólicamente activas, convirtiendo a este procedimiento en un ensayo 

colorimétrico. 



31 
 

Este ensayo de viabilidad celular es ampliamente aceptado y usado por la comunidad 

científica para la evaluación de la proliferación y metabolismo celular, gracias a que 

está ampliamente caracterizado y estandarizado, apareciendo en una gran cantidad 

de artículos publicados. Aunque este también supone varias desventajas, como la 

interferencia del rojo fenol en la lectura, la evaporación del solvente y que el pH de la 

solución influye en la lectura de la muestra (Plumb, Milroy, & Kaye, 1989). Otros 

problemas con el uso de este reactivo tienen que ver con el daño a la membrana que 

puede ocurrir al momento de la exocitosis de los cristales de formazan, que pueden 

dañar a la misma célula o a otras, por último uno de los problemas más grandes es 

que se debe de tener especial cuidado en usar las mismas condiciones de cultivo entre 

experimentos a que  hasta pequeños cambios en la concentración de glucosa pueden 

alterar el metabolismo celular, dando origen a resultados que no reflejen los objetivos 

de la investigación (Riss et al., 2013). 
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Capítulo 2: Antecedentes  
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Antecedentes 

 

Desde que el ser humano adquirió la capacidad de fabricar herramientas, el diseño 

de biomateriales ha estado presente en nuestras vidas, todo empezó  reemplazando 

miembros perdidos con materiales como madera y vidrio, pero con el pasar de los 

años, estos se volvieron más complejos tanto en diseño como en complejidad del 

material usado, y no fue hasta los inicios del siglo 20 que empezaron a ser 

reemplazados con polímeros sintéticos, cerámicas y aleaciones de metal, que 

otorgaban mejor rendimiento, mejoraban la funcionalidad y eran más reproducibles 

(Nathaniel Huebsch and David J. Mooney, 2010) 

 

A finales de los años cuarenta un oftalmólogo inglés llamado Harold Ridley, se dio 

cuenta de que el metacrilato que pilotos de aviones de la segunda guerra mundial 

tenían incrustado en los ojos, producto de escombros generados por fuego enemigo, 

no se infectaban y parecía haber regeneración tisular alrededor. El concluyo  que 

este material era bueno para fabricar lentes intraoculares, los cuales son ahora son 

usados por alrededor de 10 millones de personas en todo el mundo (Ratner & Bryant, 

2004).  

 

Al principio se buscaba crear materiales inertes que evitaran el rechazo y que 

interactuaran de manera mínima con el huésped, pero pronto se empezó a probar 

la idea de unir componentes biológicos activos a la superficie de materiales 

sintéticos con el objetivo de que adquirieran la capacidad de promover la 

regeneración tisular, reclutar poblaciones celulares específicas, mandar señales 

que coordinen dichos procesos y facilitar la interacción célula-biomaterial. El objetivo 

era mimetizar el ambiente nativo de los tejidos blanco lo más posible, para esto 

aparecieron nuevos tipos de polímeros como los hidrogeles, que son capaces de 

albergar biomoléculas y fármacos en su interior  liberándolos de forma controlada, 

características mecánicas como tamaño de poro y módulo de elasticidad pueden 
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ser moduladas, así como la estructura tridimensional de su superficie (Ratner & 

Bryant, 2004). 

 

 

Un ejemplo de las aplicaciones que se le pueden dar a estos materiales lo da el 

PEG, a este polímero se le han logrado funcionalizar proteínas mediante 

inmovilización covalente, adsorción o interpenetración, incluso se ha logrado crear 

una interfaz con metales con oro y titanio, en donde por un lado está unido a dichos 

materiales y por el otro está recubierto con proteínas (Dalsin, Hu, Lee, & 

Messersmith, 2003). 

 

Así como existen biomateriales sintéticos fabricados junto con componentes 

biológicos, también los hay de material de origen natural exclusivamente, tal vez 

uno de los  casos más representativos lo da el Matrigel, un extracto de proteínas de 

la membrana basal, derivado de tumores EHS, que forma un gel a 370C, 

ampliamente usado para cultivo de células, diferenciación y crecimiento de tumores 

(Kleinman & Martin, 2005). Este material se creó disgregando células de un tumor, 

para formar un hidrogel compuesto de una cantidad muy diversa de biomoléculas 

tales como: laminina, colágeno tipo 4, nidógeno, heparan sulfato, proteasas y  

factores de. Ahora se estudian sus efectos en  diferentes líneas celulares, explantes 

de tejidos, cultivos primarios y células madre. 

 

La primera vez que la poliacrilamida fue usada en conjunto con células fue hace 

más de 40 años por Schnaar & Kuhlenschmidt (1978), y se usaron hepatocitos, 

aunque estos no interactuaron directamente con la PA, ya que esta solo fue usada 

para inmovilizar azúcares. Más adelante trabajos como el de Oliver et al., (1998) ya 

empezaban a  funcionalizar la PA con otras proteínas y a dársele tratamientos con 

otros agentes para mejorar características como la adhesión y reducir el tiempo de 

hinchamiento. 
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A la par de estas investigaciones se fueron descubriendo diferentes métodos para 

conjugar  elementos a la poliacrilamida, como el descrito por Robert J. Pelham, JR., 

(1997), en donde se usó el sulfo-SANPAH, que contiene un grupo fenilazida que 

reacciona de manera no específica con la poliacrilamida en presencia de luz uv y 

un grupo sulfosuccinimidyl que reacciona con aminas primarias de la PA. Además 

de este método existen otras alternativas como el desarrollado por Lagerholm & 

Jacobson (2005) en dónde la superficie de este material se redujo con hidrato de 

hidrazina para alterar los grupos amida, la desventaja de esto es que solo se pueden 

utilizar proteínas que estén oxidadas con grupos aldehído y cetona para que el 

enlace covalente pueda formarse. En contraste se han desarrollado técnicas que 

cargan negativamente la poliacrilamida, permitiendo que aminoácidos con carga 

positiva puedan unirse electrostáticamente a la superficie y de esta manera 

conservar en mayor medida las propiedades nativas de las proteínas (Rooij et al. 

20005).  

 

Existen trabajos que han tenido como objetivo funcionalizar proteínas a la superficie 

de hidrogeles de PA para su uso en cultivo de células, intentando evaluar el efecto 

de variar  características propias del hidrogel, usando diferentes métodos de 

polimerización, funcionalización y variando el tipo de proteínas añadidas. Como el 

realizado por Syed et al., (2015) en dónde después de unir colágeno a la superficie  

de hidrogeles de poliacrilamida con diferentes módulos de elasticidad, se evaluó si 

estos eran capaces de promover la adhesión de células MDAMB-231, o el 

desarrollado por  Chaudhuri et al., (2011) en donde se buscó copiar la elasticidad 

lateral de los músculos en hidrogeles de PA funcionalizados por colágeno para 

mimetizar el microambiente mecánico de estos tejidos, también ha habido esfuerzos 

por incorporar colágeno a la PA de manera ubicua para así generar un ambiente 

propicio para el crecimiento celular no solo en la superficie, permitiendo que las 

células puedan incorporarse al interior de este material (Baek et al., 2015).  
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Todos estos trabajos  han tenido como conclusión que la PA es un buen material 

para usarse en cultivo celular, y que además la manera en que las células 

responden a este material depende de muchas variables que pueden controlarse a 

la hora de su fabricación, por lo que es importante conocer las características del 

ambiente nativo de las células a las que se va a cultivar. 
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OBJETIVOS 

 

Generales 

 

• Diseñar un hidrogel de poliacrilamida funcionalizado con colágeno capaz de 

promover el crecimiento celular 

 

Específicos 

• 1.Evaluar el efecto de la poliacrilamida polimerizada con el fotoiniciador AIBA 

sobre el crecimiento de células de vertebrado. 

• 2.Evaluar el efecto de la poliacrilamida funcionalizada con colágeno sobre 

células de vertebrado. 
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HIPÓTESIS 

 

El hidrogel de poliacrilamida funcionalizado con colágeno será un sustrato capaz de 

promover la proliferación celular en mayor medida que siendo cultivadas sobre una 

placa de cultivo. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

El desarrollo de nuevos métodos de cultivo celular han permitido evaluar sistemas 

biológicos en condiciones cada vez más complejas, con el inconveniente de no ser 

adaptables a todos los sistemas y tener precios muy elevados, derivando en la 

necesidad de crear nuevas tecnologías más accesibles como los hidrogeles de 

poliacrilamida. Estos han sido propuestos como sustrato para cultivo celular, ya que 

son un material de uso común, accesible, sus propiedades son altamente modulables 

y existen una gran cantidad de protocolos para su elaboración, además su superficie 

puede ser funcionalizada con proteínas, otorgándole a las células un soporte más 

integral.  

Sin embargo poco se sabe del potencial que tiene el uso de fotoiniciadores como AIBA 

para la polimerización de este material y su funcionalización con colágeno para su 

aplicación en cultivo celular. Por lo tanto el presente trabajo pretende evaluar el efecto 

de dichas condiciones sobre la viabilidad de células de vertebrado, probando así la 

capacidad de la poliacrilamida de convertirse en un sustrato adecuado para cultivo 

celular. 
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CAPÍTULO 3: Desarrollo 

Experimental  
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SÍNTESIS DE HIDROGEL 

Para preparar el hidrogel de PA al 8% se utilizó la metodología de (Tse & Engler, 

2010). Para este propósito se elaboró una solución de AA (Sigma-Aldrich,USA) al 40%  

y una de bis-acrilamida (Sigma-Aldrich,USA)  al 2% stock con agua desionizada. A 

continuación las soluciones se mezclaron junto con 5.6 ml de agua desionizada, una 

vez que la solución se homogenizó  por completo a través de agitación, se le añadieron  

0.02g de fotoiniciador AIBA (Sigma-Aldrich,USA)  y se mezcló en ausencia de luz. La 

solución fue después trasladada a jeringas de insulina estériles e introducidas a una 

cámara de luz UV (UVGL-25)  a una distancia aproximada de 4 pulgadas durante 17 

min a una longitud de onda de 365nm, para que así el fotoiniciador comenzara la 

reacción de polimerización. Una vez terminado el tiempo de exposición a la luz UV, 

las jeringas con el hidrogel se trasladaron inmediatamente a la campana de flujo 

laminar, ahí el hidrogel se expulsó cuidadosamente a una caja petri estéril y se cortó 

en secciones de aproximadamente 1mm de grosor con la ayuda de un bisturí y una 

hoja milimétrica. Por último las pastillas de hidrogel fueron almacenadas en un tubo 

cónico estéril con 10 ml de etanol al 70% a 40C. 

ESTERILIZACIÓN Y EQUILIBRACIÓN DE HIDROGEL 

Con el propósito de esterilizar los hidrogeles, diariamente durante una semana, se 

remplazó la solución de etanol al 70% en la que se almacenaron, por etanol fresco 

con la misma concentración. Posteriormente, en el último día, una vez desechado el 

etanol se añadieron 10 ml de fosfato buffer salino (PBS) (Sigma-Aldrich,USA) estéril  

y se almacenó a 4 0C. Previo a realizar las pruebas de biocompatibilidad (5 días antes), 

el PBS del tubo cónico se desechó y se añadieron 15 ml de DMEM (Sigma-

Aldrich,USA) para equilibrar el hidrogel. 
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DESCONGELACIÓN 

Se utilizaron células 3T3 SWISS  en pase 175 que se encontraban almacenadas en 

un criovial a -720C. Este se llevó inmediatamente a la campana de flujo laminar y se 

froto suavemente con las manos hasta que todo el volumen fuera descongelado, 

inmediatamente se transfirió a un vial estéril y se añadieron 3 ml de DMEM completo, 

para centrifugarse a 1200 revoluciones por minuto a 18oC durante 5 minutos. Una vez 

finalizado el tiempo de centrifugación se llevó nuevamente a la campana de flujo 

laminar y se retiró el sobrenadante teniendo cuidado de no despegar el pellet celular, 

en seguida  se resuspendió en 5 ml de DMEM completo y se añadió estreptomicina -

penicilina (In Vitro) al 1%, por último se transfirió la suspensión celular  a una caja de 

cultivo (Cell Treat) de 75cm2 y se almacenó en una incubadora de CO2 (Shel Lab) a 

37oC bajo una atmósfera de CO2 al 5%. 

CAMBIO DE MEDIO 

Se monitoreó el medio de cultivo diariamente y se cambió cada tercer día en 

condiciones estériles, antes de colocar el medio fresco, se enjuagó gentilmente con 

PBS estéril 3 veces, a continuación, se agregaron 5 ml de DMEM y estreptomicina-

penicilina (In Vitro) al 1%, la caja se incubó a 37oC bajo una atmósfera de CO2 al 5%. 

Dentro de la campana de flujo laminar se retiró el medio de la caja de cultivo y se 

enjuagó gentilmente con PBS estéril 3 veces, a continuación, se agregáron 5 ml de 

DMEM completo fresco y estreptominicina – penicilina al 1%. La caja se almacenó en 

la incubadora 370C bajo una atmósfera de CO2 al 5%. 
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TRIPSINIZACIÓN 

Se monitoreó diariamente la confluencia celular de las caja de cultivo, cuando esta 

llegaba al 80% se prepararon para llevar a cabo el proceso de tripsnización, que 

consiste en desadherir las células añadiendo 3 ml de verseno (EDTA, 0.5mM) y 200 

ul de tripsina (Sigma-Aldrich, USA) en PBS, la caja se transfirió a la incubadora 

durante 7 minutos y una vez finalizado el tiempo de incubación se observaron las 

células en el microscopio a una magnificación de 4x para verificar que las células se 

despegaron completamente, una vez confirmado esto la caja se  reintrodujo a la 

campana de flujo y se añadieron 3 ml de DMEM completo para inhibir la acción del 

verseno. Posteriormente la suspensión celular se transfirió a un tubo cónico de 15 ml 

para centrifugarse a 1200 rpm a 18oC durante 5 minutos. Terminado el tiempo de 

centrifugación, dentro de la campana de flujo laminar (Thermo Scientific) se retiró el 

sobrenadante cuidadosamente y se agregó 1 ml de DMEM completo, la solución se 

pipeteo hasta que el pellet celular se disgregara completamente. Por último, se 

tomaron 10 ul de suspensión celular y se transfirieron a un tubo de microcentrífuga 

para posteriormente hacer conteo celular. 

CONTEO CELULAR  

A los 10ul de suspensión celular obtenidos en la etapa de tripsinización se le añadieron 

30 ul de azul de tripano 4% (Sigma-Aldrich) para lograr una dilución 4:1, de esta 

solución se tomaron 10 ul y se transfirieron a una cámara de Neubauer con ayuda de 

una micropipeta. Se contaron solo las células de los cuadrantes de las esquinas a 

usando el objetivo de 10xen el microscopio óptico invertido (Labomed) y se utilizó la 

siguiente fórmula para obtener el número de células: 

Células/ ml = (Total de células) (Factor de dilución / cuadrantes contados) x 10, 000 
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PLAQUEO  

Una vez calculada la concentración celular se obtuvieron 1500 ul de suspensión 

celular con 10,000 cel/ml usando la fórmula: 

C1V1 = C2 V2 

 En una caja de 96 pozos (CELLTREAT) se sembraron por triplicado 100 ul de 

suspensión celular en concentraciones de 100%, 80%, 60%, 40% y 20%, tomando 

como 100% 10,000 cel/ml, además se sembraron triplicados de control positivo (100% 

y agar), control de muerte (100% y dimetilsulfóxido (DMSO) y control negativo (medio 

completo); el DMSO de los controles de muerte se agregó 1 hora antes de realizar el 

ensayo de citotoxicidad.  

Para obtener las diferentes concentraciones celulares en cada uno de los pozos 

asignados a 100% se agregó 100ul, a los que necesitaban concentraciones de 80% 

se les agrego 80ul y así hasta completar todos los pozos necesarios por día, por último 

se completó el volumen de 100 ul a todos los pozos que lo requerían con DMEM 

completo. 

Lo anterior se realizó por triplicado, cada repetición en una placa de 96 pozos distinta 

para así evaluar el crecimiento celular durante 3 días de manera independiente,  las 

células se almacenaron en una atmósfera de CO2 al 5% a 37oC durante 24 horas. 

Una vez finalizado el tiempo de incubación se introdujeron puntas de micropipeta de 

1000ul estériles y cortadas como se muestra en la figura 8, esto con el fin de poder 

introducir un hidrogel sintetizado con .02 g de fotoiniciador AIBA previamente 

equilibrado con DMEM en el pozo sin que este tocara la monocapa de fibroblastos, a 

continuación se añadieron 50 ul de DMEM completo para cubrir la superficie del 

hidrogel, las placas se almacenaron a 370C y 5% de CO2 durante 24, 48 y 72 horas 

respectivamente. 
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Figura 8. Modelo usado para evaluar el efecto de los hidrogeles en contacto indirecto 

con una monocapa de fibroblastos 3T3 Swiss. 

 

 

 

 

Figura 9. Diseño de placa para evaluación de 

biocompatibilidad. Se realizaron triplicados para cada 

una de las concentraciones y controles a evaluar, los 

tratamientos con hidrogel en suspensión celular están 

marcados como  100% (10,000cel/ml), 80% (8000cel/ml), 

60% (6000cel/ml), 40% (4000cel/ml), 20% (2000cel/ml), 

además de los controles están marcados como control 

positivo (10,000 cel/ml y agar), control de muerte (10,000 

cel/ml y 50ul de DMSO) y control negativo (medio 

completo). 
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MTT 

Se prepararon 1100 ul de MTT (Sigma-Aldrich,USA) a una concentración de 0. 5mg/ml 

para evaluar los biomateriales (hidrogeles). Antes de usarse la solución se esterilizó 

con un filtro de jeringa de 0.22um.  Una hora antes de iniciar el ensayo de citotoxicidad, 

a los pozos marcados como control negativo se les añadieron 50 ul de DMSO y se 

dejó incubando durante una hora. A continuación, se retiraron las canastas con el 

hidrogel y el medio de los pozos, estos se lavaron cuidadosamente 3 veces con PBS 

estéril y por último se añadieron 50 ul del MTT previamente filtrado a todos los pozos. 

La placa fue protegida de la luz inmediatamente con papel aluminio y se dejó 

incubando durante 3 horas bajo una atmósfera de CO2 a 370C. Una vez finalizado el 

tiempo de incubación la solución de MTT se retiró de los pozos e inmediatamente se 

añadieron 50 ul de DMSO  para disolver los cristales de formazan metabolizados por 

las células durante la incubación, para esto la placa se introdujo en un agitador orbital 

(Labnet) durante 10 minutos, al terminar se pipetearon cada uno de los pozos con la 

ayuda de una micropipeta para homogenizar aún más la solución y se trasfirieron a 

pozos nuevos de la misma placa, por último se leyó en el lector de placas a 570 nm. 

Este procedimiento se repitió por cada día de viabilidad a evaluar. 

FUNCIONALIZACIÓN DE HIDROGEL DE ACRILAMIDA CON COLÁGENO  

Se polimerizaron  8 tipos de hidrogeles de PA al 8% variando la concentración del 

fotopolimerizador AIBA como se muestra en la Tabla 2. A estos hidrogeles se les dio 

el mismo tratamiento de esterilización y equilibración ya mencionado anteriormente.  

Cada uno de estos fue trasladado a un pozo de una placa estéril en la campana de 

flujo laminar y a cada pozo se agregaron 150 ul de sulfo-SANPAH en concentración 

2mg/ml, a continuación la caja se puso bajo una fuente de luz UV de 365 nm a una 

distancia de 3 pulgadas durante 10 minutos. Una vez finalizado el tiempo de 

exposición se retiró el sulfo- SANPAH y se enjuagaron los pozos 3 veces con HEPES 

50 mM, pipeteando cuidadosamente para eliminar el exceso de sulfo-SANPAH.  Se 

añadieron 150 ul de una solución de colágeno 0.10 mg/ml a cada uno de los pozos y 

se dejó incubando durante 12 horas a 370C para que el colágeno se uniera a la 
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superficie del hidrogel. Una vez finalizado el tiempo de incubación, en la campana de 

flujo laminar se enjuagaron los hidrogeles con PBS hasta que la solución de colágeno 

se limpiara completamente, por último se esterilizó irradiando con luz UV durante 30 

minutos. 

 

Tabla 2. Cantidad de AIBA usado en la fabricación de los hidrogeles de PA. 

 

Hidrogel Cantidad de AIBA usado 

(g/ml) 

1 8mg/ml 

2 12mg/ml 

3 16mg/ml 

4 20mg/ml 

5 24mg/ml 

6 28mg/ml 

7 32mg/ml 

8 36mg/ml 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se realizó análisis ANOVA para observar si existió una diferencia significativa entre 

los diferentes tratamientos con la versión STATGRAPHICS 2019. 
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CAPÍTULO 4: Resultados: Análisis 

y Discusión  
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Cultivo de fibroblastos en contacto indirecto con hidrogel de PA con 0.002g/ml 

de AIBA 

Se evaluó el efecto que produce el contacto indirecto del hidrogel de poliacrilamida 

sobre la actividad metabólica de fibroblastos 3T3 Swiss, a través del ensayo de MTT 

(Fig. 1). Como control positivo se usaron fibroblastos sembrado directamente en los 

pozos con medio de cultivo (C+),  como control de muerte a los fibroblastos con 

DMSO (CM), a pozos sin células como control negativo (C-) y el tratamiento con el 

hidrogel sintetizado con 20 mg/ml de AIBA (T).  

Mediante el análisis ANOVA se encontró que las células en contacto indirecto con 

el hidrogel las primeras 24 horas (0.11833333±0.01006645)  (Fig. 1A)  no mostraron 

diferencia significativa con el control positivo (0.1126 ± 0.01193035) (p<.05), 

además se distribuyeron de manera homogénea el pozo (Fig.2A). Al pasar 48 horas 

(Fig.1 B), las células produjeron más formazan (0.166±0.0127) que  el control 

positivo (0.12633333±0.00602771) (p<.05). De igual manera estos se distribuyeron 

más homogéneamente en el pozo (Fig. 2 B y E). Por último, a las 72 horas de 

exposición al hidrogel (Fig.1 C), hubo diferencia significativa entre el control positivo 

(0.202±0.00818535) y el tratamiento (0.243±0.01931321) (p < .05), siendo este 

último el que más formazan produjo. Se observó que la superficie cubierta por las 

células fue mucho mayor, teniendo en varias zonas del pozo un 100% de 

confluencia (Fig. 2 C y F).  

Comparando la cantidad de formazan producido por el tratamiento y los controles a 

las 72 horas (Fig. 1 C), se puede observar que la presencia de los hidrogeles 

favoreció el crecimiento celular (p<0.05).  
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Esto puede deberse al hecho de que los hidrogeles enriquecidos con DMEM 

suplementado  tienen en su interior concentraciones mayores de factores que 

favorecen el crecimiento celular, y que además dichos factores son liberados 

continuamente; a diferencia de las células en pozos sin hidrogel cuyo microambiente 

no presenta  las mismas cantidades de nutrientes ni presentan el mismo tipo de 

transporte. En estudios con otro tipo de hidrogeles se ha observado que el 

entrecruzamiento juega un papel importante en la capacidad de estos materiales 

para absorber elementos suspendidos en medios acuosos, así como su capacidad 

para liberarlos (Caliari & Burdick, 2016; H. Li, Wijekoon, & Leipzig, 2012), por lo que 

el proponer que la presencia de un hidrogel enriquecido con DMEM completo 

genera un microambiente favorable para las células es plausible. 

 

  

Figura 10. Comparación de medias de la concentración de formazan producido por 

los fibroblastos 3T3 Swiss. Estos fueron sembrados en contacto indirecto con el 

hidrogel de PA sintetizado con 20mg/ml de AIBA  y los controles positivo (C+) y 

negativo (C-)  y control de muerte (CM) a 24 (A), 48 (B) y 72 horas (C), n=23.  
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Figura 11. Fibroblastos en contacto indirecto con el hidrogel de PA. Estos fueron 

sintetizados con 2mg/ml de AIBA durante 24(A), 48 (B) y 72 horas (C) y sus 

respectivos controles D, E y F (10x). 

SÍNTESIS DE HIDROGEL CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE AIBA 

Se observaron las variaciones en las características físicas (tamaño y relieve) de 8 

hidrogeles  de PA 8% polimerizados con diferentes concentraciones del fotoiniciador 

AIBA (8mg/ml, 12mg/ml, 16mg/ml, 20mg/ml, 24mg/ml, 28mg/ml, 32mg/ml y 

36mg/ml) (Figura 12). Los hidrogeles preparados con concentraciones de 8mg/ml, 

12mg/ml y 16mg/ml de AIBA (Figura 12A, 12B y 12C respectivamente) presentaron 

un relieve irregular y menor tamaño en comparación con el resto de los hidrogeles, 

además los que se polimerizaron en concentraciones de 8mg/ml, 12mg/ml de 

fotoiniciador (Figura 12A y 12B) presentaron una resistencia mínima a estímulos 

mecánicos, lo que resultó en una rápida desintegración al manipularlos.  A 

concentraciones de 20mg/ml, 24mg/ml, 28mg/ml (Figura 12 D, E y F 

respectivamente) presentaron un relieve con pocas irregularidades y su 

consistencia permitió que fueran manipulados sin dañarse. Por último, los 

hidrogeles con concentraciones de 0.32mg/ml y 36 mg/ml de AIBA (Fig. 12G y 12H) 

presentaron características similares a los que contenían concentraciones de 

20mg/ml, 24 mg/ml y 28 mg/ml (Fig. 12D, 12E y 12F respectivamente) con 

excepción de que al tacto presentaban una rigidez mayor. 
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Figura 12. Hidrogeles de PA sintetizados con diferentes concentraciones de 

fotoiniciador AIBA. A: 8 mg/ml, B: 12 mg/ml, C: 16 mg/ml, D: 20 mg/ml,  E: 24 

mg/ml, F: 28 mg/ml, G: 32m g/ml y H: 36 mg/ml.  

CULTIVO DE FIBROBLASTOS SOBRE HIDROGEL FUNCIONALIZADO CON 

COLÁGENO 

Se evaluó el efecto de los hidrogeles de PA sintetizados con  diferentes 

concentraciones del fotoiniciador AIBA (8mg/ml, 12mg/ml, 16mg/ml, 20mg/ml, 

24mg/ml, 28mg/ml, 32mg/ml y 36mg/ml) en el crecimiento de fibroblastos 3T3 Swiss 

sembrados sobre la superficie del hidrogel funcionalizado con colágeno. Se 

consideró como blanco los pozos con medio de cultivo son células (B), como control 

positivo a los fibroblastos sembrados directamente en los pozos (C+), y para el 

control negativo  a los fibroblastos con DMSO (CM). 

Se propone que existe una relación entre el crecimiento de fibroblastos en los 

hidrogeles dependiente de la cantidad de fotoiniciador utilizado en la formulación 

del hidrogel, para esto nuevamente se el análisis ANOVA (Fig. 4). A las 24 horas de 

cultivo se observó un incremento en la concentración directamente proporcional a 

la concentración de AIBA usado en la síntesis de los hidrogeles 8mg/ml (1), 12mg/ml 
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(2), 16mg/ml (3), 20mg/ml (4) y 24mg/ml (5) (Fig. 4A). Siendo los hidrogeles 4 y 5 

(0.291±0.0235 y 0.3033±0.04823 respectivamente) los que más estimularon la 

producción de este compuesto. La absorbancia registrada en los hidrogeles 1-5 

(0.1793±0.01625, 0.17666667±0.01021437 ,0.223±0.0298, 0.291±0.0235 y 

0.3033±0.0482) fue significativamente más alta que el control positivo 

(0.1153±0.0080) p<0.05. Mientras que en los hidrogeles 6, 7 y 8 

(0.15766667±0.03808324, 0.11233333±0.0140119 y 0.007±0.0043589) esta 

relación fue inversamente proporcional, es decir, a mayor concentración menor 

cantidad de formazan a las 24 horas de sembradas las células. El resumen del 

efecto que tuvieron las concentraciones de AIBA usado en la síntesis del hidrogel 

sobre el crecimiento celular se encuentra de manera resumida en la siguiente tabla: 

Tabla 3. Efecto del uso del fotoiniciador AIBA en el crecimiento celular de 

fibroblastos 3T3 Swiss 

Hidrogel Absorbancia (nm) Efecto 

Estímulo 
crecimiento 

Inhibió 
crecimiento 

1 (8mg/ml) 0.1793±0.01625 X  

2 (12mg/ml) 0.17666667±0.01021437 X  

3 (16mg/ml) 0.223±0.0298 X  

4 (20mg/ml) 0.291±0.0235 X  

5 (24mg/ml) 0.3033±0.04823 X  

6 (28 mg/ml) 0.15766667±0.03808324  X 

7 (32 mg/ml) 0.11233333±0.0140119  X 

8 (36 mg/ml) 0.007±0.0043589  X 

Control positivo 0.1153±0.0080 N/A N/A 
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Durante las primeras 24 horas (Fig. 6), los fibroblastos de los hidrogeles 1, 2, 3, 4 y 

5 (Fig. 6 A, B, C, D y E) se adhirieron a la superficie del hidrogel y proliferaron de 

manera normal. Sobre la superficie del hidrogel sintetizado con 0.028g/ml de AIBA 

(Fig. 6F) se observaron células con morfología aberrante, y algunas otras se 

encontraban suspendidas en el medio de cultivo lo que indica una incompatibilidad 

entre el material y las células. Este fenotipo es característico de la muerte celular 

por Anoikis que se caracteriza por un cambio en la morfología celular y 

desadherencia al sustrato, ocasionado por cambios drásticos en la matriz 

extracelular (Gilmore, 2005).   

La relación entre la cantidad de formazan producido por los fibroblastos a 48 y 72 

horas y la concentración de AIBA usado fue similar que a 24 horas, los hidrogeles 

4 y 5 en ambos días se mantuvieron como los que más estimularon la producción 

de este compuesto. De manera global se puede observar que la cantidad de 

formazan producido a las 72 horas por los hidrogeles 4 y 5 (0.556±0.04058325 y 

0.55666667±0.04324735)  fue significativamente mayor que la de los otros dos días 

(Fig. 4C), p<.05.  

 

Transcurridas 48 horas de cultivo (Fig. 7), en los hidrogeles 1, 2, 3, 4, 5, y 6 (Fig.7 

A, B, C, D, E y F respectivamente) se observó que la superficie se cubrió 

completamente por los fibroblastos, además su morfología fue, esta es una 

membrana ahusada con forma elíptica y simétrica, con un núcleo redondo y al 

centro. Es importante mencionar que los hidrogeles 5 y 6 fueron los que  

presentaron más confluencia. Al igual que el análisis a 24 horas, los fibroblastos 

sembrados en los hidrogeles 7 y 8 (Fig.7 G y H) se encontraban suspendidos en el 

medio, y mostraban signos de lisis ya que en el medio también se encontraron 

restos celulares. 

Por último, a 72 horas de cultivo (Fig. 8) se observó que la superficie de los 

hidrogeles 1, 2 y 3 (Fig.8 A, B y C) estaba cubierta con menos células que 4 y 5 

(Fig.8 y E), ya que se observó que en estos últimos se alcanzó el 100% de 
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confluencia celular en toda superficie. Por último, las células cultivadas en conjunto 

con los hidrogeles 7 y 8 (Fig. 6 G y H) presentaron señales claras de daño celular 

como desadherencia al sustrato y presencia de vacuolas en el citoplasma, lo cual 

indica que las condiciones de síntesis de estos hidrogeles no fueron lo 

suficientemente propicias para permitir el crecimiento de los fibroblastos. 

  

 

 

Figura 13. Comparación de medias del formazan producido por los fibroblastos 

3T3 Swiss sembrados sobre los hidrogeles sintetizados con diferentes 

concentraciones de AIBA. (B), control positivo (C+), hidrogel con 8 mg/ml de 

AIBA (1),12 mg/ml (2), 16 mg/ml (3), 20 mg/ml (4), 24 mg/ml (5), 28 mg/ml (6), 

32 mg/ml (7) y 36 mg/ml (8), n=30. 
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Figura 14. Micrografías de fibroblastos 3T3 Swiss sembrados sobre los 

hidrogeles sintetizados con diferentes concentraciones de AIBA las primeras 

24 horas de cultivo. 8 mg/ml de AIBA (A), 12 mg/ml (B), 16 mg/ml (C), 20 mg/ml 

(D), 24 mg/ml (E), 28 mg/ml (F), 32 mg/ml (G) y 36 mg/ml (H) y control positivo 

de células sin hidrogel (I). 
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Figura 15. Fibroblastos 3T3 Swiss sembrados sobre los hidrogeles sintetizados 

con diferentes concentraciones de AIBA tras 48 horas de cultivo. Las 

concentraciones usadas fueron 8 mg/ml de AIBA (A), 12 mg/ml (B), 16 mg/ml (C), 

2 mg/ml (D), 24 mg/ml (E), 28 mg/ml (F), 32 mg/ml (G) y 36 mg/ml (H) y control 

positivo (I) (10x). 
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Figura 16. Fibroblastos 3T3 Swiss sembrados sobre los hidrogeles sintetizados 

con diferentes concentraciones de AIBA tras 72 horas de cultivo. 8 mg/ml de AIBA 

(A), 12 mg/ml (B), 16 mg/ml (C), 2 mg/ml (D), 24 mg/ml (E), 28 mg/ml (F), 32 

mg/ml (G) y 36 mg/ml (H) y control positivo (I) (10x). 

ANÁLISIS DE LA CITOCOMPATIBIILIDAD 

Para analizar el grado de citocompatibilidad de los hidrogeles de PA se siguió el 

procedimiento establecido por la ISO10993-5 usado para la evaluación biológica de 

equipos médicos. Brevemente, la citocompatibilidad se relacionó por medio de la 

medición de formazan producido, ya que como se ha mencionado con anterioridad, 

las células con actividad metabólica procesaran el MTT para formar este 

compuesto. Para calcular la viabilidad, se ocupó la siguiente fórmula: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑(%) =
100 𝑥 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑒𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜

𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑠 𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜
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En la figura 16 se puede observar los resultados de la citocompatibilidad de los 

hidrogeles evaluados, tomando como base el control positivo a las  que corresponde 

a células que crecieron directamente en el pozo sin hidrogel. Los hidrogeles 1-5  

sintetizaron más formazan que el control positivo, lo que indica que sobre su 

superficie había más células vivas y por lo tanto son citocompatibles bajo las 

condiciones estudiadas, siendo los hidrogeles 4 y 5 los que más estimularon a los 

fibroblastos. Por último los hidrogeles 6, 7 y 8 no cumplieron con el mínimo de 

biocompatibilidad necesario de acuerdo a la norma ya que presentaron una 

compatibilidad del 18.22%±0.0155, 0%±0 y 0%±0. 

 

 

 
 

Figura 17. Citocompatibilidad de los hidrogeles funcionalizados con colágeno en 

función de la concentración de AIBA durante 3 días en contacto directo con el 

hidrogel con colágeno. Las concentraciones de AIBA usadas fueron 8 mg/ml de  (1), 

12 mg/ml (2), 16 mg/ml (3), 20 mg/ml (4), 24 mg/ml (5), 28 mg/ml (6), 32 mg/ml (7) 

y 36 mg/ml (8). 
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Aún en contacto indirecto, la presencia del hidrogel logró promover más el 

crecimiento de los fibroblastos que las condiciones normales de cultivo, esto puede 

deberse a que la poliacrilamida guardo una cantidad extra de medio y factores de 

crecimiento del suero fetal bovino en su interior, que se fue liberando gradualmente 

al medio durante los tres días de incubación. Esto concuerda con trabajos que han 

concluido que los hidrogeles son un buen almacenador y transportador de 

nutrientes, así como de proteínas (Caliari & Burdick, 2016; Lee, Cuddihy, & Kotov, 

2008; R. H. Li, Altreuter, & Gentile, 2003; Wilson, Clegg, Leavesley, & Pearcy, 2005). 

En relación a las diferentes propiedades mecánicas adquiridas por los hidrogeles 

de PA en base a la cantidad del fotoiniciador AIBA utilizado en su síntesis, se pudo 

observar un incremento en su rigidez directamente proporcional a la cantidad de 

fotoiniciador usado, esto se relaciona con trabajos  como (Chaudhuri, 2017; Lee et 

al., 2008) en donde propiedades como el módulo de elasticidad y el tamaño de poro 

de hidrogeles pueden ser modulados cambiando factores al momento de la síntesis, 

un ejemplo muy claro de esto es la fabricación de hidrogeles para electroforesis con 

tamaños de poros estandarizados que permiten el paso de diversas biomoléculas. 

El aumentar la concentración de 8 mg/ml a 24 mg/ml la cantidad de AIBA en los 

hidrogeles 1 a 5  gradualmente, tuvo un efecto positivo en la proliferación celular 

(Fig.13). Las concentraciones 28 mg/ml 32 mg/ml y 36 mg/ml (hidrogeles F, G y H 

respectivamente) (Fig. 13) lograron formar un polímero más rígido a costa de 

disminuir la citocompatibilidad del hidrogel. Así mismo la cantidad de radicales libres 

producidos por el fotoiniciador  excedió la que los fibroblastos pudieron tolerar, 

resultando en la muerte de estos en los hidrogeles 6, 7 y 8 (Fig.13). Por último, la 

presencia de colágeno en la superficie de los hidrogeles también fue un factor que 

modulo positivamente el crecimiento celular, ya que si comparamos la cantidad de 

formazan producido por los fibroblastos  sembrados directamente en el pozo, contra 

la cantidad producida por ellos cuando fueron sembrados sobre el hidrogel 

funcionalizado, se hace notar que fue mayor en este último. En experimentos 

iniciales se intentó sembrar fibroblastos en la superficie de hidrogeles sin 

funcionalizar y se observó que muy pocos se adherían a la superficie, además los 
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que lograban hacerlo lo hacían débilmente, ya que cuando el polímero se retiraba 

de los pozos muchos fibroblastos perdían su forma y se desprendían.  
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CONCLUSIONES 

 

Se creo una metodología para la polimerización y funcionalización de un hidrogel 

capaz de funcionar como sustrato compatible  para fibroblastos de ratón 3T3 Swiss. 
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PERSPERCTIVAS 

 

Esto servirá como punto de partida para conocer mejor los estímulos a los que las 

células son expuestos y como estos impactan en su funcionamiento, para así algún 

día crear materiales que produzcan cultivos in vitro con fenotipos aún más parecidos 

a los observados in vivo, así como materiales que puedan ser utilizados 

directamente sobre lesiones y sean capaces de estimular a diversas poblaciones 

celulares de manera específica y controlada. 
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