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Resumen

Las células pueden detectar, generar y responder a un amplio rango de sefales
externas, quimicas y fisicas, integrar y analizar esta informacion y, en consecuencia,
cambiar su morfologia, dinamica, comportamiento y, eventualmente, destino. A nivel
celular, las respuestas biolégicas a fuerzas externas se originan en dos tipos de
estructuras especializadas: adhesiones focales (célula-matriz extracelular) y uniones
adherentes (célula-célula). Las adhesiones focales son complejos de proteinas
dispuestos en ensamblados multi-moleculares que unen la matriz extracelular, a través
de receptores integrales de membrana, a componentes del citoesqueleto. Estos sitios
de adhesion son estructuras planas, alargadas de unos pocos micrones cuadrados
que a menudo estan localizadas en la periferia de las células, y que ademas
funcionarian como organelas de sefalizacién en el proceso de mecanotransduccion
celular. Uno de los retos que se presenta para estudiar el sistema es el de poder
integrar y combinar distintas técnicas que nos permitan analizar la dinamica
intracelular, la biomecanica de la célula/sustrato, deteccién de las fuerzas generadas
en/por la célula, y observar la respuesta global de la célula en las distintas
condiciones. Entonces, el estudio de la estructura, mecanica y dinamica de las
proteinas de adhesiones focales en respuesta a un estimulo mecanico en células vivas
requiere de técnicas que permitan visualizar y caracterizar en forma integrada la
dinamica de eventos localizados en la célula. Estos métodos deben contar con una
resolucién espacio-temporal alta, de forma tal que permitan detectar eventos
transientes y altamente localizados. En este contexto, se han implementado, en este
trabajo de Tesis, distintas microscopias y espectroscopias de alta resolucion espacial
y temporal, en combinacién con técnicas de biologia molecular y celular.

Con el objetivo de caracterizar las propiedades mecanicas de sustratos y células, en
una primera etapa se implementé un modo de operaciéon avanzado en microscopia de
fuerza atémica (AFM), denominado PF-QNM (del inglés, Peak Force Quantitative
Nanomechanical Property Mapping). Este modo permite obtener simultdneamente la
imagen de topografia, junto con los mapas cuantitativos sobre las propiedades de
elasticidad, adhesién, dureza, disipacion de energia y deformacién superficial. Se
utilizaron sistemas modelo con distintas propiedades mecanicas de manera tal de
cubrir el amplio rango que va desde GPa a kPa, y estudiar las propiedades de
sustratos (vidrio, membranas de silicona y geles de poliacrilamina), asi también como
la linea celular utilizada en la Tesis.



A nivel de adhesién focal, la estrategia fue transfectar células de epitelio mamario de
ratén (HC11), con proteinas componentes de la adhesion (por ejemplo, zixina, FAK,
vinculina, paxilina) fusionadas a proteinas fluorescentes visibles. De esta forma,
empleando microscopias y espectroscopias de fluorescencia, es posible visualizar la
expresion de las proteinas, registrar su localizacion y evolucién en el tiempo vy,
mediante diferentes andlisis, extraer informacién cuantitativa de dinamica, cinética y
organizacion de los complejos de adhesion focal. El andlisis de la dinamica y difusién
de los complejos de adhesion focal y sus interacciones, fueron realizados mediante la
espectroscopia por correlacién de fluorescencia (FCS). Se caracterizaron los
coeficientes efectivos de difusién de las proteinas mencionadas. El andlisis de la
correlaciéon cruzada de las fluctuaciones de fluorescencia de pares de proteinas de
adhesién focal (FCCS) permitié evidenciar la interaccion entre distintas proteinas
adhesivas de la adhesién focal. La cinética de disociacidon de proteinas desde la
adhesion focal fue evaluada mediante la recuperacion de la fluorescencia luego del
fotoblanqueo (FRAP) en diferentes condiciones.

Para estudiar los cambios generados en la organizacién y dinamica de adhesiones
focales en células vivas en respuesta a un estimulo mecanico externo global, se
empled un dispositivo de traccion equibiaxial adaptado para ser usado en simultaneo
con el microscopio confocal FV1000. La tensién mecanica aplicada por el dispositivo
de traccion es capaz de inducir cambios en el area de las células vivas al igual que en
las adhesiones focales. En respuesta al estiramiento mecanico se observé un mayor
reclutamiento y translocacion de la proteina zixina acompafiado de una disminucion

significativa de su constante de disociacion.

Con el fin de correlacionar las propiedades mecanicas del sustrato y la fuerza de
traccion generada por la célula a nivel de las adhesiones focales, sin perder de vista la
organizacion y dinamica de las proteinas en la adhesion focal, se implement6 la
Microscopia de Fuerzas de Traccion (TFM). Esta técnica posee la sensibilidad
necesaria para medir la fuerza de traccion generada por la célula sobre un sustrato
elastico y transparente, la cual se puede combinar con otras técnicas de microscopia
de fluorescencia como FRAP o FCS. El analisis de los datos TFM para la proteina
zixina permitio obtener los mapas de deformacién y de fuerzas de traccién, a la vez

que se evaluo la cinética de disociacion mediante FRAP.

Palabras claves: Microscopia de Fuerza Atémica, Espectroscopia de Fuerza,
Mecanotransduccién, Células vivas, Microscopia de Fuerzas de Traccion.



Cellular mechanotransduction. Correlation between mechanical
properties and organization/dynamics of focal adhesion proteins in

living cells

Abstract

Cells can detect, generate and respond to a wide range of external, chemical and
physical signals, integrate and analyze this information and, consequently, change their
morphology, dynamics, behavior and, eventually, their fate. At the cellular level,
biological responses to external forces are originated from two types of specialized
structures: focal adhesions (cell-extracellular matrix) and adherens junctions (cell-cell).
Focal adhesions are protein complexes arranged in multi-molecular assemblies that
bind extracellular matrix, through integral membrane receptors, to cytoskeletal
components. These adhesion sites are flat, elongated and few square microns which
are often located in the periphery of the cells, and also function as signaling organelles
in the cellular mechanotransduction process. One of the challenges presented to study
the system is to be able to integrate and combine different techniques that allow us to
analyze the intracellular dynamics, biomechanics of the cell/substrate, detection of the
forces generated in/by the cell, and observing the global response of the cell in
different conditions. Thus, the study of the structure, mechanics and dynamics of focal
adhesion proteins in response to a mechanical stimulus in living cells requires to
visualize and characterize in an integrated way the dynamics of events located in the
cell. These methods must have a high spatial and temporal resolution, so as to detect
transients and highly localized events. In this context, they have been implemented in
this thesis, different microscopies and spectroscopies with high spatial and temporal
resolution, combined with the techniques of molecular and cell biology.

In order to characterize the mechanical properties of substrates and cells, in a first
step, an advanced mode operation was implemented in atomic force microscopy
(AFM), called PF- QNM (Peak Force Quantitative nanomechanical Property Mapping).
This mode allows simultaneously obtaining the topography, together with quantitative
maps of the properties such as elasticity, adhesion, hardness, energy dissipation and
surface deformation. Various systems were used with different mechanical properties
so as to cover the wide range from GPa to kPa, and study the properties of substrates



(glass, silicone membranes and polyacrylamide gels), as well as the cell line used in
the Thesis.

At focal adhesion level, the strategy was to transfect mouse mammary epithelial cells
(HC11), with adhesion proteins (eg zixina, FAK, vinculin, paxillin) fused to visible
fluorescent proteins. Thus, using fluorescence microscopy and spectroscopy, it is
possible to visualize the expression of proteins, register their location and evolution
over time and through different analysis, extract quantitative information about the
dynamics, kinetics and organization of focal adhesion complexes. The analysis of the
dynamics and distribution of focal adhesion complexes and their interactions were
performed by fluorescence correlation spectroscopy (FCS). The effective diffusion
coefficients of the proteins mentioned were characterized. The analysis of the cross-
correlation of fluorescence fluctuations of pairs of focal adhesion proteins (FCCS)
allowed to demonstrate the interaction between various adhesive proteins in focal
adhesion. The dissociation kinetics of proteins from the focal adhesion was evaluated
by fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) under different conditions.

To study the changes generated in the organization and dynamics of focal adhesions in
living cells, in response to a global external mechanical stimulus, an equibiaxial traction
device adapted to be used simultaneously with the FV1000 confocal microscope was
used. Mechanical tension applied by the pulling device is able to induce changes in the
area of living cells as well as in focal adhesions. In response to mechanical stretch
increased, the recruitment and translocation of the protein zyixin accompanied by a
significant decrease in the dissociation constant was observed.

To correlate the mechanical properties of the substrate and the traction force
generated by the cell at a focal adhesions level, without losing sight of the organization
and dynamics of proteins in focal adhesion, traction force microscopy was implemented
(TEM). This technique has the sensitivity necessary to measure the traction force
generated by the cell on an elastic and transparent substrate, which can be combined
with other fluorescence microscopy techniques such as FRAP or FCS. Analysis of TFM
data for zyxin yielded deformation and traction forces maps, while the dissociation
kinetics was evaluated by FRAP.

Keywords: Atomic Force Microscopy, Force Spectroscopy, Mechanotransduction,
Living cells, Traction Force Microscopy,



Agradecimientos

Para comenzar quiero agradecer a Lia por aceptarme en el CMA, acompanandome en
mi formacién, desde la Tesis de Licenciatura hasta la actualidad y por confiar en mi
para la siguiente etapa. Estoy infinitamente agradecida por ayudarme a finalizar este
trabajo de Tesis, ocupandose incansablemente dia y noche.

A Lorena por estar siempre dispuesta a ayudar, analizando datos, discutiendo
resultados, corrigiendo resumenes, posters y principalmente esta Tesis!!! Gracias por
darme animos en esta etapa final, siempre con la mejor energia. Por explicarme las
cosas mil veces sin perder la paciencia. Por acompanarme en las mediciones de los

viernes. Por compartir el placer por viajar!

A Catalina por compartir su conocimiento, tanto cientifico como culinario. Por su infinita
paciencia y fortaleza para enfrentar los problemas. Por instaurar el "ohm" en el CMA y
las escapadas cerveceras.

A Natalio, Claudia y Silvio, por generar un hermoso clima de trabajo, compartiendo
anécdotas, chistes, recuerdos que siempre me sacan una sonrisa. También quiero
agradecer a Silvio, Maxi, Eduardo, Pochi y Dani por ayudarme con el laboratorio de

electronica.

A Mauricio Sica por aceptarme en su laboratorio y por ofrecer su ayuda en la recta

final.
Al Dr. Omar Azzaroni por su colaboracién en el estudio del polimero termosensible.

A Carolina Diaz y Hernan Garate por la buena predisposiciéon para contestar mails y
preguntas desde el otro lado del mundo. También quiero agradecer a Laura Gastaldi

por sus consejos.

A Yanina, Amparo, Lucia, Martin, Jimena y Juan por ayudarme en el cultivo celular,
otorgando consejos y cediendo sus minutos. También por “luchar” a mi lado en el tetris
del tanque de nitrégeno. Especialmente quiero agradecer a Jimena y Amparo por
incluirme mas alla del trabajo, compartiendo los sabados voluntariosos.



A Estefy, Cecilia y Lucia por su compania en el microscopio confocal, por las charlas
de becarias y los mates.

A Marta Perdernera por ayudarme y guiarme con los infinitos tramites del doctorado.

A mis amigos, sin ellos no podria hacer nada. Son incondicionales, siempre dispuestos
a ayudar, escuchar y debatir, sin importar dia ni hora, ofreciendo otra mirada de las
cosas. Puedo nombrarlos, pero no puedo escribir cémo me cambiaron la vida. En este
trayecto final fue impagable la ayuda y el apoyo que tuve de Romi, Dani, Dario y Maria
Emilia. También quiero destacar la buena voluntad y el apoyo de Rumi que sin saber
nada de fisica ni biologia estuvo cuando lo necesité.

A lvan, Sol y Mariana por el apoyo en la nueva etapa.

A mi familia por cuidarme, cada uno a su manera.

A Santu por siempre confiar en mi y soportarme en estos dias donde paso de la risa al
llanto cada dos minutos. Gracias!!

A mi madre por su apoyo incondicional y por darme la tranquilidad que necesito en
momentos dificiles.

Vi



indice General

LIPS L] o T 1o o3 T o USROS 3
1.1 MecanotransduCCion CEIUIAT ..........oocuiiiie e e 3
1.2 Estrategia de @STUdIO ... .cuiiiii i 4
1.3 REFEIENCIAS ....eeeeiiii it e e e e e e e 4

2. Objetivos del trabajo A8 TESIS .. ..eiiiiiiiiei et 9

3. Fundamentos de las técnicas experimentales. .........ccuuueiiiiiiiiiiiiiee e 13
3.1 El Microscopio de Fuerza Atomica (AFM).........oooiiiiiiiiee e 13

3.1.1 Microscopio de Fuerza Atémica. Modos de funcionamiento........c.ccccceeeveeeeee.. 13
3.1.2 Espectroscopia de fuerza: teoria y modelos de elasticidad.............c.ceeeveeeen.e. 15
3.1.3 Mapas cuantitativos de propiedades mecanicas: Modo Peak Force QNM....... 18
3.1.4 SenS0ores de fUBIZA.......oo e 21
T2V [ToifotTolo] o] (o N @o 101 {oTo¥- | NSRRI 23
3.2.1 Recuperacién de la fluorescencia después del fotoblanqueo (FRAP). Teoria
V2 L1016 [=] o PP PP PPPPUOUTPPPPPPN 25
3.2.2 Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) y de correlacion de
fluorescencia cruzada (FCCS) ... ..t 29
3.3 Microscopia de Fuerzas de Traccion (TFM) ... 32
3.4 REEIENCIAS ..eeiii et 38

4. Cultivo celular y dispositivo @SHIrador .........c.eoieiiiiiiei e 43
4.1 CURIVO CEIUIAT ... ettt e e et e e e ee e e e enneeeeen 43
4.2. Proteinas de las adhesiones fOCales .........ooiueiiiiiiiie i 44
4.3 Dispositivo estirador equibiaxial..............oeeeiiiiiiiii e 46
4.4 RefEIENCIAS . oiii ittt 47

5. Mapeo de propiedades nanomecanicas: de polimeros a células ..........cccccevveeereennneee. 53
5.1 Sistemas multicapas termo-responsivos de microgel ........ccccooiioiiiierieiiiniiiieenenn. 53

5.2 Sistemas nanoestructurados EPOXI-SISe reforzados con nanotubos de carbono . 58
5.3 Mapeo cuantitativo de las propiedades mecanicas de bacterias expuestas a

iI0NES Y NANOPAICUIAS A8 AQ -.eeeiiieai ittt e e e e e e e e eea s 66
ST I 0o g Tod ] (o) == PR 74
5.5 REfEIENCIAS ... 74

Vii



6. Dinamica molecular de las adhesiones focales en equilibrio mecanico: sustrato no

AEfOIMADIE.....eeeeeeeee e —— 79
6.1 Expresion y visualizacion de las proteinas de las adhesiones focales en células
T USSR 79
6.2 Cinética de disociacién de la proteina zixina mediante la recuperacion de la
fluorescencia tras el fotoblanqueo (FRAP) ... 81

6.2.1 Implementacién del experimentos de FRAP ..o 81

6.2.2 Determinacién de la constante de disociacion de la proteina zixina en

o= 1] =T O I 84
6.3 Coeficientes de difusion efectivos de las proteinas de las adhesiones focales en
células vivas por espectroscopia de correlacion de fluorescencia...........cceeveveeeeeeeenn... 88

6.3.1 Implementacion del experimento de FCS ... 88

6.3.2 Determinacién de la dindmica de distintas proteinas de adhesion focal.......... 90

6.3.3 Interaccion entre proteinas de adhesiones focales ........ccccceevvviviiiieeeeceeeennee, 93
S A @ (o] 113 = S 97
B.5 REIEIENCIAS .. et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaeaaeas 98

7. Dindmica molecular de las adhesiones focales ante un estimulo mecanico:

estiramiento equibiaxial del SUSTFrat0 ........ooeeeeiiiii 103

7.1 Dispositivo estirador equibiaxial: aplicaciéon de estimulos mecénicos controlados

A CEIUIAS VIVAS ..cii i ieeiieie e e ettt e et e e e e s e e e e s e s e te e e e e e e s e nnnaneeeaeeeenannnnnes 103
7.1.1 Caracterizacion del estimulo mecanico mediante el analisis de PIV ............. 103
7.1.2 Evaluacién de la transmision del estimulo mecanico desde el sustrato a las
o= 1] = SRR 107

7.2 Dindmica y morfometria de las adhesiones focales ante un estiramiento

equibiaxial del SUSTIA0 .......oii e 108
7.2.1 Anadlisis de la dinamica de las adhesiones focales en células sometidas a un
estiramiento MECANICO ..........uue e e 108
7.2.2 Andlisis morfométrico de las adhesiones focales en células sometidas a un
€StiMUIO MECANICO EXLEINO ......ieiiiiiii e e e ettt e s e e e e ee e e e e e e e s e e e e e e e ennes 110

7.3 Localizacién y cinética de la proteina zixina ante un estiramiento equibiaxial de

LS TU L] (= 1 SO RPN 116
7.3.1 Localizacién de la proteina zixina en respuesta a un estimulo mecénico...... 116
7.3.2 Cinética de disociacion de la proteina zixina en respuesta al estimulo
MECANICO EXEEINO .ottt e e e et e e e e e e ettt e e e e e e eeeeeaaa e eeeeeeeesennnnan 117

7.4 CONCIUSIONES ...t e e e e et e e e e e e e e e et ns 118

7.5 REIEIENCIAS ...vuueiieieeeeeeeeeee et e s 119

viii



8. DindAmica molecular de las adhesiones focales ante variaciones en las condiciones

de contorno mecanicas: sustrato deformable..............coooiiiiiii i 123

8.1 Caracterizacion del sistema célula-sustrato deformable ...........ccooevveevvvieinnnnnnnn. 123
8.1.1 Fabricacion y caracterizacion de sustratos deformables para estudiar la
AANESION CEIUIAT ... e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaaaaaaeaaes 123
8.1.2 Marcadores fluorescentes empleados para la microscopia de traccion......... 125
8.1.3 Determinacion del médulo de Young del sustrato deformable mediante
ESpectroscopia de FUEBIZa .......ooi et 127
8.1.4 Determinacion del moédulo de Young de las células HC11 ..., 129

8.2 Cinética y dinamica de la proteina zixina en respuesta a la elasticidad del

{011 =L (o T PPN 132
8.2.1 Cinética de disociacion de la proteina zixina evaluada mediante FRAP........ 132
8.2.2 Dinamica de la proteina zixina mediante pointFCS..........ccccccooiiiiiieenenannee 134

8.3 Correlacion entre la traccion celular y la elasticidad del sustrato ..........ccccceeeeee. 136
8.3.1 Mapas de deformacién y traccién celular: Microscopia de Traccién (TFM) ... 136
8.3.2 Efecto de la elasticidad del sustrato en la generacion de traccion celular ..... 140

8.4 Correlacién entre fuerzas de traccion celular y cambios en la cinética de la

o1 0] (=TT g = U414 1= PSRRI 142

8.5 CONCIUSIONES ... ..ttt e s e e bae s e seaeeseeeseseeseseeeseeeeeeeeaaaeaeeees 145

8.6 REIEIBNCIAS ..t e et e e e e e e eeeeaaeaaeeaees 146

9. CONCIUSIONES GENEIAIES ... ettt e e e e e e e e e 151






1. Introduccion






1. Introduccién

1. Introduccion

1.1 Mecanotransduccion celular

Las células sensan activamente y responden a una variedad de sefales mecanicas,
como fuerzas de corte durante la respiracion y el flujo sanguineo, o de compresion y
tension debido a la contraccion muscular. La rigidez mecanica de la matriz extracelular
(ECM) que rodea las células determina criticamente la funcién celular normal, la
iii

diferenciacion de células madres y la homeostasis del tejido' ". Por el contrario, los

cambios anormales en la rigidez de la ECM contribuyen a la aparicién y la progresion
de diversas enfermedades, como el céancer y la fibrosis". Las fuerzas que
experimentan las células juegan también un papel crucial en la regulacién de la

morfogénesis de los tejidos de embriones en desarrollo V.

La conexion entre la célula y la matriz extracelular se da en complejos multiproteicos
denominados adhesiones focales, que se forman (inicialmente como complejos
focales) a partir del agregado de proteinas transmembrana de la familia de las
integrinas”. Los dominios extracelulares de las integrinas reconocen ligandos
presentes en la matriz extracelular (como los dominios de fibronectina) mientras que el
dominio citoplasmatico de dichas moléculas se ancla al citoesqueleto de actina a
través de numerosas proteinas adaptadoras. El acoplamiento entre el citoesqueleto y
la matriz extracelular es clave para la integracion de las fuerzas mecdanicas que

median los procesos celulares.

Los cambios en la traccion mecéanica (fuerza por unidad de area) generan
modificaciones estructurales o quimicas que la célula debe detectar y compensar para
lo cual reestructura sus componentes, activa vias de senalizacion, y ajusta su
contractilidad, en un proceso complejo llamado mecanotransduccion celular. Es adn
poco conocido como el sensado a través de las fuerzas de traccion permite a las
células detectar la rigidez de la matriz y como las células transducen esta informacién
mecanica en una respuesta celular. Debido al gran nimero de mecanosensores y
transductores que participan en la mecanotransduccién celular” estas incognitas

viii

plantean un gran desafio. Algunas de las proteinas involucradas son, paxilina"",

Xiv Xv

vinculina™ *, zixina®, Talina, p130Cas™", integrinas™ ™, y el citoesqueleto de actina®"'

Xvii

. Todavia no esta claro como estos componentes trabajan juntos para regular el
mecanosensado.



1. Introduccién

1.2. Estrategia de estudio

La caracterizacion de las propiedades mecanicas de las células y su entorno, es un
gran desafio. La gran heterogeneidad en la estructura y en la composicién de las
células requiere de estudios en una escala de tiempo adecuada (segundos a minutos,
y dias), en condiciones fisiolégicas™", y con una resolucién en fuerzas en los
piconewtons™. El desafio reside en combinar e integrar diferentes técnicas que
poseen una alta resolucién espacio-temporal para analizar eventos altamente
localizados en una célula viva con las propiedades mecanicas del entorno. En este
contexto, en el marco del trabajo de Tesis, se implementaran microscopias y
espectroscopias avanzadas en combinaciéon con técnicas de cultivo celular y de
preparacion de sustratos artificiales para el cultivo de células, para estudiar cémo las
propiedades mecanicas del sustrato modulan la organizaciéon-dinamica de proteinas

en la adhesion focal en células vivas.
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Las células pueden “sensar’ y responder a un amplio rango de senales
externas, quimicas y fisicas, integrar y analizar esta informacion y, en consecuencia,
cambiar su morfologia, dinamica, comportamiento y, eventualmente, destino. Este
fenobmeno comprende distintos mecanismos de sensado y estd ampliamente
distribuido en casi todos los tipos de células, desde procariotas a organismos
multicelulares. A nivel celular, muchas de las respuestas bioldgicas a las senales
externas se originan en dos tipos de estructuras especializadas: adhesiones focales
(célula-matriz extracelular) y uniones adherentes (célula-célula). A nivel de la
membrana celular, el agregado de moléculas de integrina es un evento inicial crucial
durante la formacién de los complejos focales, y su subsiguiente desarrollo en
adhesiones focales.

El objetivo general del trabajo de Tesis es estudiar como las propiedades
mecanicas del sustrato modulan la organizacion-dinamica de proteinas en la
adhesion focal en células vivas.

Objetivos especificos:

e Mapeo de propiedades nanomecanicas: determinacién de propiedades mecanicas

tanto de las células vivas como de los sustratos.

¢ Evaluaciéon de la dinamica molecular de las adhesiones focales en un sustrato no

deformabile.

¢ Andlisis de la dinamica de las adhesiones focales en respuesta a un estiramiento

equibiaxial del sustrato.

¢ Correlacion entre la dinamica molecular de las adhesiones focales y las fuerzas de

traccién celular en funcién de las propiedades mecanicas del sustrato.

El trabajo de Tesis esta organizado de la siguiente manera. Los fundamentos
de las técnicas empleadas se presentan en el Capitulo 3. En primer lugar se describe
la microscopia de fuerza atémica y espectroscopia de fuerza con los distintos modos
de operacion y los modelos empleados. Luego se describen diferentes técnicas
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avanzadas de microscopia confocal junto con los modelos asociados para la
recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueo (FRAP), la espectroscopia
de correlacion de fluorescencia (FCS), y la espectroscopia de correlacion de
fluorescencia cruzada (FCCS). Finalmente se presenta la técnica de microscopia de
fuerzas de traccién (TFM) que permite determinar la traccién generada por las células
cultivadas sobre sustratos deformables.

La linea celular y las principales caracteristicas de las proteinas de adhesién
focal estudiadas se introducen en el Capitulo 4. En particular se detallan los
protocolos de mantenimiento, preservacion y transfeccion utilizados en el cultivo
celular. También se describe el dispositivo estirador equibiaxial adaptado para realizar
mediciones con el microscopio confocal, que serd utilizado para analizar la respuesta
de la célula ante un estimulo mecanico externo.

En el Capitulo 5 se presentan los resultados de la aplicacion de la
espectroscopia de fuerza en el estudio de propiedades mecanicas de diferentes tipos
de muestras: desde sustratos poliméricos termo-responsivos o sistemas
nanoestructurados de copolimeros de bloque reforzados con nanotubos de carbono,
hasta cultivos de bacterias.

En el Capitulo 6 se muestran los resultados de la implementacién vy
optimizacion de las diferentes técnicas avanzadas de microscopia confocal en células
de epitelio mamario de ratén HC11, cultivadas sobre un sustrato no deformable. Se
determinaron los parametros cinéticos/dinamicos moleculares que definen el marco de
referencia para experimentos realizados sobre sustratos con diferentes propiedades
mecanicas.

En el Capitulo 7 se exponen los resultados de la respuesta en la dinamica
molecular de las adhesiones focales de células vivas sometidas a un estimulo
mecanico externo generado por el estiramiento equibiaxial del sustrato.

En el Capitulo 8 se presentan los resultados obtenidos sobre el efecto de la
variacion de las condiciones de contorno mecanicas para la célula, sobre la dinamica
molecular de las adhesiones focales y la generacién de fuerzas de traccién celular.

Finalmente en el Capitulo 9 se resumen las conclusiones generales del
presente trabajo.
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3.1 El Microscopio de Fuerza Atémica

En este trabajo se utilizé un microscopio de fuerza atémica (AFM) de la firma
Digital Instruments (Veeco, actualmente Bruker, Santa Barbara, EEUU), modelo
Multimode 8 (Figura 3.1 A), con controlador Nanoscope V, Quadrex y un médulo de
acceso a senales (SAM) que permite monitorear externamente cualquiera de las
sefiales medidas con el microscopio. Se utilizd un escaner que permite barrer un area

de 120 um x 120 um, y un movimiento en el eje vertical de hasta 4 um.
3.1.1 Microscopio de Fuerza Atomica. Modos de funcionamiento

El principio de funcionamiento del microscopio de fuerza atémica (AFM), se
basa en hacer barrer (en contacto o a una distancia muy préxima) una punta
extremadamente filosa sobre la muestra que se quiere estudiar. El AFM consta de tres
partes: la cabeza, el escaner, y la base (Figura 3.1 A). En la cabeza del AFM se
encuentra la muestra, el sensor de fuerza y el sistema de deteccién. El sistema de
deteccion consiste en un diodo laser, un espejo y un fotodetector de cuatro cuadrantes
El escaner o barredor permite mover la muestra tanto en el plano Xe Ycomo en Z

Detector

Cantilever

Muestra

Figura 3.1. Microscopio de Fuerza Atémica. (A) Fotografia del Microscopio de Fuerza Atémica utilizado,
en el cual se indican sus partes principales. (B) Diagrama del sistema de deteccion del AFM.
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El sensor de fuerza es una punta unida a un fleje o cantilever flexible, por lo
general de silicio o nitruro de silicio. Mediante el movimiento del escaner la punta del
sensor recorre la superficie registrando |la topografia de la muestra. Las variaciones en
la altura de la superficie producen la deflexion del fleje que se detecta por la reflexion
de un laser que ilumina la punta del sensor (Figura 3.1 B). Registrando de este modo
las variaciones de altura se construyen imagenes tridimensionales de la topografia de
la superficie.

Mientras que la resoluciébn en las direcciones laterales estd dada
principalmente por el tamano y la forma de la punta, la resoluciéon en Z es mayor dada
la gran sensibilidad de deteccion del método 6ptico. Existen dos modos basicos para
la obtencién de imagenes de topografia, segun se mida la deflexiéon estatica (modo

contacto) o la oscilacion dinamica del cantilever (modo contacto intermitente).

Modo Contacto

En el modo Contacto la imagen de altura se adquiere manteniendo en contacto
permanente la sonda con la muestra mientras realiza un barrido en X e Y. Esto se
logra manteniendo la deflexién del cantilever constante mediante un lazo de
retroalimentacion. Esta sefial se emplea para estimar la altura de la muestra y ajustar
la posicién en Z del cantilever. Las diferencias en el calculo se utilizan para construir la
imagen de deflexion, también conocida como la sefal de error. La imagen de altura
proporciona una mediciéon cuantitativa de la topografia de la muestra. La imagen de
deflexion no responde a ninguna magnitud fisica, sin embargo, otorga una imagen con

mayor contraste donde se perciben detalles de la superficie (Figura 3.2 A).

Modo Contacto Intermitente

En el modo de contacto intermitente (del inglés, Tapping Mode®) el
cantilever barre la muestra oscilando a una frecuencia cercana a su frecuencia de
resonancia. Cuando se aproxima o se aleja de la superficie de la muestra, la amplitud
de la oscilacién cambia debido a la interaccién entre la punta y el campo de fuerza de
la muestra. En este caso el escaner ajusta la altura Z a través del lazo de
retroalimentacion para mantener una amplitud constante, lo que hace que la sonda
permanezca a una distancia fija de la muestra (Figura 3.2 B). Al no estar en contacto
permanente con la muestra, el modo intermitente se utiliza principalmente para
estudiar muestras bioldgicas ya que el riesgo de danar la superficie de la muestra es
menor.
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¥ u it | M vt ey et e Dellas o

Figura 3.2. Diagramas de los modos de funcionamiento del Microscopio de Fuerza Atomica. (A)
Modo Contacto. (B) Modo Contacto Intermitente. Imagenes extraidas de http://www.brukerafmprobes.com

Ademas, asociadas a este modo se pueden obtener las sefales de la amplitud
y de la fase de la oscilacion para cada punto del barrido.

3.1.2 Espectroscopia de fuerza: teoria y modelos de elasticidad

Mediante la técnica denominada Espectroscopia de Fuerza (FS), se estudian
las fuerzas de interaccion entre la punta del sensor de fuerza y la muestra. Esta
técnica esta basada en la precision que posee el microscopio de fuerza atémica para
detectar la deflexion del fleje. Considerando que el cantilever cumple la ley de Hook se
puede interpretar, mediante la constante elastica (K) del fleje, la deflexion (d) como la
fuerza de interaccion (F) entre la punta y la muestra

F=-Kd (Ec.3.1)

Dada la gran sensibilidad con la que puede medirse la deflexion y los rangos de
constantes elasticas de los cantilevers comerciales (0.01-350 N/m), la FS permite
medir fuerzas en un amplio rango que va de los pN a los uN.

Para estimar la fuerza es necesario conocer la constante elastica del cantilever.
Si bien el fabricante informa un valor nominal, es conveniente determinarlo en cada
experimento. En este trabajo la constante elastica del cantilever se midié por el
método de ruido térmico’. Este procedimiento consiste en medir la sefial de deflexién
de la oscilacién libre del cantilever debida al ruido térmico y realizar el andlisis
espectral. El nuevo sistema de analisis de datos en vivo NanoScope 1.4 facilita la
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calibracion de la constante elastica del sensor de fuerza ya que incluye la herramienta
Thermal Tune que registra la sefal de deflexion y realiza el ajuste lorenziano del

espectro, otorgando el valor de la constante elastica.

A
150 )0
g 50 < @
2 o0 =
0 - "‘ "_'_ -

-50 - .é %9 =0
T T T —»
0 5 10 15

Distancia

Figura 3.3. Diagrama de una Curva fuerza—distancia. Describe un ciclo de aproximacién — retraccion de
la punta del sensor de fuerza a la muestra. La punta se aproxima a la superficie (1), esta atraccion inicial
entre la punta y la superficie esta dada por fuerzas de tipo Van der Waals que conducen al contacto (2).
La punta ejerce presién sobre la superficie, se indenta la muestra, y se produce la deflexién del cantilever
(3). Luego, la punta se aleja de la superficie (4). Se mide la adhesion entre la punta y la muestra como la
diferencia entre el valor de fuerza antes de tocar la muestra, y el valor en el que se desprende la punta de
la muestra (5) en el ciclo de retraccién. Imagen extraida y modificada de 2

Para medir la interaccién entre la punta del sensor de fuerza y la superficie de
la muestra se registra lo que se denomina una curva de fuerza, midiendo la fuerza en
funcién de la distancia entre la punta y la muestra. Cuando se adquiere una curva de
fuerza el cantilever se mueve solamente en el eje vertical, planteando un ciclo de
aproximacion y retraccién entre la punta y la muestra. En la Figura 3.3 se muestra un
diagrama de curva de fuerza donde se enumeran las distintas etapas del ciclo. En la
aproximacion, la punta se acerca a la superficie hasta tomar contacto con la muestra
(2). Al continuar el movimiento de acercamiento de la punta méas alld del punto de
contacto se genera una fuerza aplicada sobre la superficie (3). La pendiente de esta
fuerza es una medida de la elasticidad de la muestra. En la retraccion se aleja la punta
de la muestra, debido a las propiedades de adhesion entre la punta y la muestra, la
punta no se separara de la superficie hasta que la fuerza utilizada para alejar la punta
sea superior a la fuerza de adherencia entre ellas. La diferencia entre esta fuerza (4) y
el valor de la fuerza antes de tocar la superficie (1) se considera como una medida de
la fuerza de interaccion entre la punta y la muestra. Finalmente, la punta del sensor de

fuerza se separa de la superficie volviendo a la posicion inicial (5).

Entre las aplicaciones de esta técnica se encuentra la determinacién de la

elasticidad del material. La forma de la curva de fuerza refleja las propiedades
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elasticas de la muestra ya que una vez alcanzado el punto de contacto la indentacién
de la punta va a depender de la dureza del material. Para el caso de un material rigido,
como una muestra de vidrio 0 mica, la curva de fuerza tiene un comportamiento lineal
y una indentacion pequefa, mientras que si la muestra es blanda como ser un gel o
una célula, la indentacién es mayor y presenta una suave curvatura. En la Figura 3.4
se muestran dos curvas de fuerza con estas caracteristicas.

— Muestra rigida
— Muestra blanda

Fuerza

Distancia punta-muestra

Figura 3.4. Curvas de fuerza segun la elasticidad del sustrato. Curvas de fuerza caracteristicas de un
material rigido (verde), y uno blando (negro).

Frente a la variedad de materiales y comportamientos se han desarrollado
diferentes modelos de ajuste para extraer los parametros de elasticidad. En esta Tesis
se utilizaron principalmente los modelos de elasticidad de Hertz® (1882) y el de
Sneddon* (1965).

El modelo de Hertz describe la indentacién de una punta esférica en una
muestra elastica e infinitamente extendida. Este modelo es apropiado cuando la
profundidad de indentacion es significativamente menor que el radio de curvatura de la
sonda o punta. El modelo de Hertz no toma en cuenta la adhesién. Cuando la punta
tiene una geometria conica, al indentar una muestra elastica la profundidad de
penetracién es del orden o supera el radio de curvatura de la sonda, en este caso el
modelo de Sneddon es el mas apropiado®. Las ecuaciones que relacionan la fuerza
aplicada con la indentacion de la muestra para cada modelo son:

Modelo de Hertz F = 4 _Es - -5 (Ec 3.2)
3 1-vg
2 E; )

Modelo de Sneddon F==. ~-tan(a) - 0 (Ec 3.3)

S
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donde E, es el médulo de Young de la muestra, & es la indentacion, v; es el radio de
Poisson de la muestra, r es el radio de curvatura de la punta, y o es el angulo de
apertura de la punta del sensor de fuerza.

En la Figura 3.5 se resumen los parametros geométricos de la punta y
propiedades mecanicas de la muestra.

E,, Médulo de la muestra
vs: coeficiente de Poisson de

la muestra
r: radio de curvatura de la punta
a: angulo de apertura de la punta
d: Indentacién

4 E 3 2 E
s = 5
F=s—>:\Jr62| |[F=———‘tana-§>
3 1—v¢ m 1-vg
Modelo de Hertz Modelo de Sneddon

Figura 3.5. Modelos de elasticidad: Modelo de Hertz y modelo de Sneddon. Se presentan las
ecuaciones caracteristicas que se utilizan en cada modelo para ajustar la fuerza, donde E, es el médulo de
Young de la muestra, & es la indentacién, vs es el radio de Poisson de la muestra, r es el radio de
curvatura de la punta, y a es el angulo de apertura de la punta del sensor de fuerza. Extraido y modificado
de®.

Para poder utilizar el modelo es necesario graficar la fuerza en funcién de la
distancia punta-muestra. Esto significa que se debe corregir la posicion en Z, obtenida
de la medicién, restando la deflexién del cantilever en cada punto de la curva. Luego, a
partir del modelo correspondiente a la medicion realizada se puede calcular el médulo
de Young de la muestra.

3.1.3. Mapas cuantitativos de propiedades mecanicas: Modo Peak Force QNM

El modo Peak Force Quantitative Nanomechanical Property Mapping (PF-
QNM) es un modo avanzado de AFM que opera de manera similar al Modo de
Contacto Intermitente (TM-AFM), donde el sensor de fuerza realiza un movimiento de
oscilacién que minimiza el contacto con la muestra y elimina las fuerzas laterales. Sin
embargo, a diferencia del TM-AFM funciona en un modo no resonante. La oscilacion
de PeakForce QNM se realiza a frecuencias muy por debajo de la resonancia del
cantilever, evitando asi la dindmica de un sistema resonante. El modo PeakForce
QNM, combina los beneficios del Modo de Contacto y de Contacto Intermitente: otorga
un control directo de la fuerza y reduce los dafos generados por las fuerzas laterales.
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La diferencia respecto a una curva de fuerza convencional es que la posicién Z es
modulada por una onda sinusoidal y no una triangular, evitando asi resonancias no
deseadas en los puntos extremos, cuando cambia el sentido. Estas mejoras permiten
adquirir curvas de fuerza para frecuencias entre 1 kHz y 10 kHz, en simultaneo con el
registro de imagenes’. Los primeros mapas cuantitativos de propiedades
nanomecanicas se realizaron en el Modo Force Volume, una extensién del Modo
Contacto, el cual captura curvas de fuerza para cada pixel de la imagen. Por lo
general, obtener un mapa en este modo toma un par de horas, debido a que el tiempo
de adquisicion de una curva de fuerza suele ser un segundo y un mapa necesita miles
de curvas de fuerza para describir la muestra. Esta limitacion de velocidad se ha
mejorado, la modulaciéon del movimiento en Z del escaner permite la asignacion de
propiedades en un tiempo mucho mas corto, por ejemplo una imagen de 512x512
pixeles requiere aproximadamente 10min. El funcionamiento general del PF-QNM se
ilustra en la Figura 3.6.

A -!' ."'""'“-‘"r BApfOXin&@O[i\ Retraccion
1
z i Tiempo i s S
Trayectoria ! ' Fuerza
| o C
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“". N
||I
!
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Figura 3.6. Peak Force-QNM. (A) Diagrama de la trayectoria sinusoidal del sensor de fuerza. Fuerza en
funcién del tiempo (B) y de la posicién Z del escaner (C). Extraida y modificada de 2.

El modo PF-QNM permite obtener simultaneamente la imagen de altura, junto
con los mapas de adhesién, médulo de elasticidad, deformacién y disipacién de la
energia. Para ello adquiere y analiza las curvas de fuerza-distancia (F-D) en cada
punto de la muestra (Figura 3.7 A), y como las imagenes estan correlacionadas, se

generan mapas de las propiedades mecénicas con resolucién en la nanoescala®.
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Figura 3.7. Modo PF-QNM. (A) Esquema del movimiento del cantilever en el Modo PF-QNM. (B) Curva
de F-D aproximacioén y retraccién, donde se destacan las propiedades mecanicas de la muestra extraidas
de una curva de F-D. Esquemas extraidos y modificados de 8,

Los mapas obtenidos se basan en el analisis de las propiedades mecanicas
que se pueden extraer de la curva de fuerza (Figura 3.7 B). A continuacién se
detallaran las propiedades calculadas.

¢ El mapa de fuerza de adhesién considera el valor minimo de fuerza en la
curva de retraccién para cada pixel. La fuerza de adhesion puede deberse a cualquier
fuerza atractiva entre la punta y la muestra. Si la punta esta funcionalizada la adhesién
refleja la interaccion quimica entre las moléculas especificas entre la punta y la
muestra.

e Para obtener el mapa de elasticidad el programa ajusta el modelo Derjaguin—
Miiller-Toporov® a la curva de retraccién de cada pixel. Otorgando un mapa del
modulo de Young reducido (DMT, Ec. 3.1.2)

F—F, =%E* R(d —d0)3 (Ec. 3.4)

donde, F — F,, €s la fuerza sobre el cantilever con relacién a la fuerza de adhesién, R
es el radio de la punta, y d-d, es la deformacion de la muestra. El resultado del ajuste
es el médulo reducido, E* Si el radio de Poisson de la muestra (v,) es conocido
(generalmente varia entre 0,2 y 0,5) se puede obtener el valor del médulo de Young de
la muestra, considerando como infinito el médulo de Young de la punta.

1=y, 1=y,

E = + b (Ec. 3.5)
E E

m pta
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e La deformacion maxima de la muestra generada por la sonda se define,
sobre la curva de aproximacién, como la diferencia entre la distancia donde la fuerza
es nula y la distancia correspondiente a la fuerza maxima. La deformacién medida
puede incluir contribuciones tanto elasticas como plasticas.

e El mapa de disipacion muestra la energia disipada en cada ciclo obtenida
mediante la integral del area encerrada entre las curvas del ciclo de interaccién
)10_

(aproximacion-retraccion La energia de disipacion se puede escribir como la

integral de la fuerza por la velocidad para todo el ciclo de interaccion:

W= dez = J'det (Ec. 3.6)
donde, F es el vector de la fuerza de interaccion y dZ es el vector desplazamiento. Si
las curvas de fuerza de aproximacion y retraccion coinciden la integral en el ciclo se

anula.
3.1.4 Sensores de fuerza

Las caracteristicas més importantes a la hora de elegir un sensor de fuerza son
el radio de curvatura de la punta debido a que determina la resolucion lateral, y la
constante elastica del fleje que otorga la sensibilidad del sensor en términos de fuerza.
Existe una gran diversidad de tipos de sensores de fuerza, y dependiendo de la
aplicacién, el modo de operacién o la resolucién en fuerza que se desee obtener, se
elegira el sensor méas adecuado (Tabla 3.1).

Modelo RTESP NP/SNL MSNL OTESPA-R3 OTR4-PG
Material Silicio Nitruro de silicio Nitruro de silicio Silicio Nitruro de silicio
Cte. elastica 40 N/m (0.58;0.12;0.32;  (0.02; 0.07; 0.01; 26 N/m (0.08 ; 0.02) N/m
(K) 0.06 )N/m 0.03; 0.1; 0.6 )N/m
Frec. de 300 kHz (57; 20; 56; 18) (15; 22; 7; 15; 38; 300 kHz (34 ;11) kHz
resonancia kHz 125) kHz
Radio de 8 nm 20 nm/2nm 2nm 7 nm 15 nm
curvatura
Longitud 125 um (120; 205; 120; (210; 175; 310; 160 um (100 y 200) um
205) um 225; 140; 85) um

Forma Rectangul  Triangular 1ra rectangular Rectangular Triangular

ar resto triangular
Cobertura No tiene Oro Oro Aluminio Oroy en la punta
Modo de MT en aire MC enaire. MCy MC en aire. MC y MT aire MC aire, MC MT
operacion MT en sc. FS. MT en sc. FS. en solucion. FS
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Tabla 3.1. Caracteristicas de diferentes tipos de sensores de fuerza utilizados en esta Tesis. Los
datos fueron tomados de las especificaciones de los distintos fabricantes.

En la Figura 3.8 se presentan imagenes de microscopia electrénica de barrido
de diferentes tipos de sensores de fuerza donde se pueden distinguir claramente las
puntas y los cantilevers.

syuhreion | [T

Figura 3.8. Sensores de fuerza. (A-B) Imagenes SEM correspondientes a la punta propiamente dicha (A)
y al cantilever rectangular (B) de silicio modelo RTESP. (C-D) Imégenes correspondientes a la punta
piramidal (C) y un cantilever triangular (D) de nitruro de silicio de sensores OTR4-PG. Fotos del archivo
del CMA.

Para el modo Peak Force QNM seleccionar el cantilever apropiado es
fundamental para obtener los mapas de las propiedades nano-mecanicas. La
constante elastica del sensor de fuerza, debe elegirse en base a la elasticidad de la
muestra. En la Tabla 3.2, se presentan los sensores de fuerza recomendados para
medir muestras segun el rango de Médulo de Young (E) esperado.
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E de la muestra Sensor de fuerza K nominal
1 MPa < E < 20MPa ScanAsyst-Air 0,5 N/m
5 MPa < E < 500MPa Tap 150A, P/N MPP-12120-10 5 N/m
200 MPa < E < 2000MPa Tap300A (RTESPA), P/N MPP-11120-10 40 N/m
1GPa < E < 20GPPa Tap525A, P/N MPP-13120-10 200 N/m
10GPa < E < 100GPa DNISH-HS 350 N/m

Tabla 3.2. Sensores de fuerza para el modo PF-QNM. Modelos de sensores de fuerza recomendados
para medir muestras con diferentes elasticidades. Tabla extraida de o

Existe una amplia gama de sensores de fuerza de AFM para trabajar con
muestras biol6égicas. Dependiendo de su tipo, las células eucariotas pueden exhibir
diferentes propiedades mecanicas. Asi, las neuronas pueden ser extremadamente
blandas (hasta 1kPa), mientras que las células 6seas pueden ser tan rigidas como las
bacterias. Las sondas més blandas que existen en el mercado son OBL-B, que tiene
una constante de elastica nominal de 0.006 N /m.

3.2. Microscopio confocal

Basicamente la microscopia confocal utiliza un laser enfocado que ilumina un
pequeno volumen de la muestra, excitando las sondas fluorescentes presentes en él.
La fluorescencia emitida es recolectada por el mismo camino éptico, transmitida a
través del espejo dicroico y finalmente enfocada en un detector (en general un
fotomultiplicador o fotodiodo de avalancha). Delante del detector se coloca una
pequefa abertura o pinhole para eliminar las sefales procedentes de la zona fuera de
foco. De esta manera la luz dispersada o emitida por las regiones que se encuentran
fuera del plano focal es total o parcialmente bloqueada, ver esquema en la Figura 3.9.
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— Detector (PMT)

Pinhole de
deteccion —

Luz fuera de foco
Filtro de emision=-

Laser de
Luz proveniente eXxcitacion
del foco

Filtro dicroico —
Luz de
_e_xc‘rlacic'm

Objetivo Pinhole de iluminacién

} Planos focales

Muestra
fluorescente

Figura 3.9. Esquema del principio de la microscopia confocal. El esquema pertenece al archivo del
CMA, y fue originalmente modificado de la referencia'".

El microscopio confocal espectral de la firma Olympus, modelo FluoView 1000
(FV1000), fue el microscopio utilizado en este trabajo de Tesis, se encuentra instalado
en el laboratorio de Microscopias y Microespectroscopias (LMM) del departamento de
Fisica. Este microscopio consta de un moédulo confocal espectral, unido a un
microscopio invertido 1X81 (ver Figura 3.10). Posee dos modos para adquirir
imagenes, vinculados a dos sistemas de iluminacién diferentes: por una parte el modo
confocal, que tiene laseres como fuente de iluminacién y por otra parte la adquisicion
de imagenes convencionales de fluorescencia (wide field), que utiliza la luz de una

lampara de mercurio.

El microscopio confocal tiene tres laseres que proveen en total cinco longitudes
de onda: laser multilinea de Argén (457 nm, 488 nm, 515 nm), laser de Helio-Nedn
(543 nm), y un laser diodo de estado sélido (635 nm). Una unidad combinadora de
laseres permite iluminar a la muestra simultaneamente con dos o més de las lineas
laseres. Consta de tres canales de deteccion, dos de ellos de deteccion espectral
dotados de una red de difraccién y una ranura variable, que permiten una separacion
de longitudes de onda de alta resolucion. Los detectores son fotomultiplicadores de
alta sensibilidad con eficiencia cuantica de aproximadamente 100 % para 500nm
(Hamamatsu). Un par de espejos galvandmetros permiten generar imagenes por
barrido, con una velocidad maxima de 16 cuadros por segundo, para una imagen de
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256 x 256 pixeles. La maxima resolucién es de 4096 x 4096 pixeles. El minimo
intervalo de deteccidn es de 2ps.

Camara ambiental

Microscopio
1x81

Figura 3.10. Microscopio confocal espectral Olympus FluoView 1000. Fotografia del microscopio
confocal empleado, indicando la unidad confocal espectral, el microscopio base IX71, y la camara
ambiental.

El microscopio cuenta con diversos objetivos, los empleados en los
experimentos mostrados en este trabajo son el objetivo 60x (UPlanSAPO, Olympus),
apocromatico de inmersién en aceite, AN 1.35 y distancia de trabajo 0.15 mm; objetivo
63X C-Apocromatico de inmersion en agua AN 1.2 con collar ajustado en 0.17mm
(Zeiss); o bien un 40X (UPlanSAPO, Olympus), AN 0,95 en aire. Ademas, el
microscopio cuenta con una camara ambiental (Solent Scientific) asociada a un
controlador de temperatura. De esta manera se pueden realizar mediciones a
temperatura constante, fundamental para el trabajo con células vivas.

3.2.1 Recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueo (FRAP): teoria
y modelo

La movilidad de las proteinas en el interior de células vivas puede ser
estudiada mediante la técnica de recuperacion de la fluorescencia después del
fotoblanqueo'? (FRAP). Originalmente, dicha técnica hacia posible la medicién de la
difusién en las membranas celulares''*. Actualmente, gracias a la tecnologia de las
proteinas fluorescentes y a la microscopia confocal, se puede estudiar la dinamica
molecular in vivo. Metodolégicamente, la técnica FRAP consiste en fotoblanquear de

25



3. Fundamentos de las técnicas experimentales

forma permanente las moléculas fluorescentes que se encuentran en una regién de la
célula y luego detectar en el tiempo la recuperacion de la fluorescencia (Figura 3.11).

30600

Fotoblangueo Laser Recuperacion

|
i IFrar(t) &

-

¥ Curva de recuperacion

Intensidad de
Fluorescencia

Tiempo
Figura 3.11. Esquema del método FRAP. Evolucién temporal asociado a un experimento FRAP.
Modificado de .

La rapidez con la que las moléculas fluorescentes se mueven en la regién
blanqueada puede ser cuantificada por la curva de recuperacion de la fluorescencia
F(1). Esta se obtiene de los valores de intensidad en funcién del tiempo segun la Ec.
3.7

1@ -1,
F@)= —IW 1, (Ec. 3.7)

donde, I(t) es la fluorescencia en el volumen de deteccion, I, es la fluorescencia
inmediatamente después de fotoblanquear, e I, es el valor medio de la fluorescencia
antes del fotoblanqueo. F toma un valor de 1 antes del fotoblanqueo y de 0 en t=0,
instante en el que se registra la primer imagen después del fotoblanqueo. En la
recuperacion, F crece pero la forma en que lo hace depende del proceso o de los
procesos involucrados. En el caso de una difusién simple, la recuperacién sigue una
curva exponencial que retorna al valor inicial, y el tiempo de recuperacion esta
asociado al coeficiente de difusion de las moléculas unidas al fluoréforo.

En general, la tasa de recuperacion esta regida por la velocidad de difusién y
transporte de la molécula fluorescente a través del medio celular al igual que por las
interacciones de union-disociacién, que detienen a las moléculas que de otro modo
difundirian libremente. Debido a todas estas alternativas se han desarrollado varios

26



3. Fundamentos de las técnicas experimentales

modelos matematicos para interpretar mejor los procesos subyacentes, y extraer
parametros cuantitativos de una curva de recuperacion FRAP.

Modelo de recuperacion en adhesiones focales

La cinética de la reaccién molecular en un experimento FRAP es no lineal.
Lele y colaboradores'® (2004) establecieron un modelo matematico junto con distintas
hipétesis para que las ecuaciones de transporte tengan solucién analitica y asi
simplificar los procesos de estimacion. A continuacion se detalla parte de este modelo
el cual fue empleado para ajustar los datos experimentales.

Las ecuaciones que gobiernan el transporte de proteinas para un sistema de
dos estados libres o ligados en una célula son:

A

9C _ DVZC—kONC(l—QHkOFFC* (Ec.3.8)
ot G,

aC C .

= kONC(l—é—O)—kOFFC (Ec. 3.9)
VC n= 0 en el contorno de la celula (EC 31 O)

Con C la concentracion de proteina libre, € la de proteina ligada, 50 la concentracién
tedrica de las moléculas si estan ligadas a todos los sitios disponibles (si puede ligarse
una molécula por sitio de unién, 50 es igual a la concentracién de sitios de unién), kon

Y korr las tasas de asociacién y disociacion respectivamente entre los estados libres y

ligados, y el factor 1_~£ que indica la fraccién de sitios disponibles o la probabilidad
o

de unién. La Ec. 3.10 representa que no hay flujo de proteinas fuera de la célula al

menos durante el experimento FRAP.

Después del fotoblanqueo se crean dos conjuntos de moléculas 6pticamente
diferentes, moléculas fotoblanqueadas y moléculas fluorescentes. Sin embargo, las
concentraciones de cada tipo se mantienen constantes, es decir igual a la
concentracion de equilibrio previo al fotoblanqueo. Si se llama a la concentracién de
especies libres fotoblanqueadas Cr y a la de moléculas libres fluorescentes C, ; y

analogamente para las especies ligadas Cp y Cr entonces ¢, +C, =¢, y C, +C, =C,
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con Co y €, las concentraciones de equilibrio. Estas dos condiciones son vélidas en
todo el dominio y por lo tanto no existen gradientes de concentraciéon en el total de
especies, soOlo en las concentraciones individuales (Cp & Cg). Las moléculas
fotoblanqueadas (P) y fluorescentes (F) todavia responden a las ecuaciones de
transporte (Ec. 3.8-3.10)

A

aoC C A
—L=DV?Cp ko Cpp (1==) + ko Cp (Ec. 3.11)
ot C,
oC C .
a:,F = kONCP,F (1_6_2)_k0FFCP,F (Ec. 3.12)
VCP,F n= O en el contorno de la celula (EC 31 3)

donde los subindices P,F indican que las ecuaciones valen tanto para P como para F.
Considerando que la cantidad de proteinas fluorescentes en el citoplasma es
un orden de magnitud mayor que las proteinas fotoblanquedas en la adhesion focal, la
cantidad de proteinas fluorescentes no perturba la concentracion total (Cg=C,)".
Teniendo en cuenta que kon Se mantiene constante en la escala de recuperacion, las
ecuaciones quedan independientes y desacopladas. La soluciéon a la ecuacién 3.12 es

entonces:

k
CF,Z = kON Co,z(l_

OFF

0,Z

Ja —etory =€, (1—e o) (Ec. 3.14)

que escrita en términos de la concentracion normalizada respecto a la concentracion

inicial da la ecuacion:

A

CF,Z
CO,Z

Es importante remarcar que experimentalmente la recuperacion no alcanza el

=]—¢ tor! (Ec. 3.15)

nivel de fluorescencia inicial. Esto podria deberse a que existe una poblacion de
proteinas inmdviles que no se contempla en la teoria. Para tener en cuenta esta

fraccion inmovil de proteina, en lugar de la Ec. 3.15 se utiliza la:

F=m.(l—e"or") (Ec. 3.16)

en donde m representa la fraccibn mévil de la proteina en la adhesion focal.
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Finalmente, se define el tiempo de residencia como T, =1/Korr, Y €l tiempo medio como
el tiempo necesario para el cual la amplitud alcanza la mitad del valor inicial,
T = '|n(0.5)/ko|:|:.

3.2.2. Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) y de correlacion de
fluorescencia cruzada (FCCS).

La Espectroscopia por Correlacion de Fluorescencia (FCS, del inglés
Fluorescence Correlation Spectroscopy)'® se basa en la correlacién de las
fluctuaciones de la intensidad de la fluorescencia en un volumen confocal del orden del
femto-litro generado usualmente por un haz de laser enfocado y detecciéon confocal.
Las fluctuaciones pueden originarse, entre otros motivos, por el pasaje de las
moléculas fluorescentes por el volumen de deteccién o, por ejemplo, debido a las
transiciones entre los estados quimicos fluorescentes y no fluorescentes. Dado que se
trata de una técnica poco invasiva, resulta adecuada para estudiar la dinamica
molecular en células vivas, permitiendo inferir concentraciones locales, coeficientes de
transporte (como coeficiente de difusién), estimar parametros de reaccién, cambios
conformacionales y reacciones fotoquimicas de moléculas fluorescentes in situ'®?%?'.

El estudio de las fluctuaciones estadisticas alrededor del equilibrio se realiza
mediante la auto-correlacion temporal de las fluctuaciones de intensidad®® definida

como,
OF (1) 6F (1 +7))

G(r)=< - (Ec 3.17)
(F)

donde 7 es el tiempo de correlacién entre las sefales, la fluctuacién de fluorescencia
es JF(t)=F(1)-(F), siendo (F) el promedio temporal de la fluorescencia en el volumen de
deteccion. La forma de la curva de auto-correlacion, dependera de los procesos que
generen las fluctuaciones y para extraer informacién cuantitativa es necesario

ajustarlas por modelos adecuados.

En el caso de moléculas fluorescentes difundiendo liboremente en un medio
homogéneo, la funcion de auto-correlacion puede ser descripta por la siguiente
relacion®:

-1 -1/2 -1 -1/2
B 4Dt 4Dt B 7 2 T
G(7)=G, (1+ p ] (1+ p ] =G, [Hr ] (1+S Tn] (Ec 3.18)

0 D

2z

donde D es el coeficiente de difusion, @y y @, son las cinturas radial y axial del

volumen de deteccién respectivamente y S° es el cociente entre @, y w.. El tiempo de
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relajaciéon caracteristico se define como, 7, = &, / 4 D. El valor de la auto-correlacion
para el instante inicial, Gy, es inversamente proporcional al nimero de particulas, G, =

(V;C)" donde V,=7(3/2) &, w. y C es la concentracion de particulas (Figura 3.12)

A - L] L] . C
-. L) I ;o . . s, 04 G(O}Cﬁ%
. :- eofle et 7 Amplitud de
O - L 03 s fluctuacion
B * Tiempo de relajacion
2 '\;\ h f | o 02 [ caracteristico
B85 IhbA MR h‘llﬁ\)f‘ . ’\ﬂ [0} k.
287w 'I'.:I"'"‘iﬁlr'm\"ll‘h""“'b',l' -N-I-[»v. - (6F (1) OF (1 +7))
Eal| A GO =———*
. ; (Fw)
iempo 00
T Fluorescencia promedio I, TII—I—,
10* 107 10° 10* 10"
Tiempo
t t+1t

Figura 3.12. Esquema del método de FCS. (A) Diagrama de moléculas difundiendo a través del volumen
de deteccion. (B) Fluctuaciones de fluorescencia en funcion del tiempo. (C) Funcion de auto-correlacién,
amplitud de fluctuacioén (G(0)), y tiempo de relajacion caracteristico (zp). Imagen extraida y modificada
deZ4

Considerando que la mayoria de los procesos en la célula implican transporte
por difusién de particulas, se considerara para ajustar las curvas experimentales de

auto-correlacién, modelos de una o dos componentes difusivas:

-1 -1/2
G(r)=ZGO,- {HTLJ (ngiJ i=1o2 (Ec 3.19)

Di TDi

donde cada componente tendra un peso Gy, y un tiempo de relajacion caracteristico

T, que tendra asociado un coeficiente de difusién efectivo D..

La espectroscopia por correlacién de fluorescencia cruzada® (FCCS, del inglés
Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy) es una extensién multicolor de FCS
que permite estudiar la interaccion de dos especies moleculares etiquetadas con
diferentes fluoréforos. En FCCS, se adquieren las sefales de fluorescencia de los dos
marcadores simultdneamente en dos canales (Figura 3.13), permitiendo realizar el
andlisis de auto-correlacion de cada canal y también la correlacién cruzada de ambos,
definida como:

() &F,1+7))
OO = oV (F, ) (Ec 3.20)
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donde &F; (1) y JF; (1) son las fluctuaciones de fluorescencia que suceden en el tiempo ¢
para cada canal.

Si las moléculas con diferente etiqueta interactian formando complejos, al co-
difundir a través del volumen de observacién las fluctuaciones de fluorescencia en
ambos canales se correlacionan en el tiempo, observandose una curva de correlacion
cruzada. Si las dos moléculas no estan fisicamente asociadas, la amplitud de la

correlacion cruzada es practicamente nula o inclusive puede tener valores negativos.

A Muestra B
h | h |’L \A Detector 1: F;
I . | }Ur’&/ )
Filtro rojo, -\‘llj'_[lt[g verde PV Tiempo
L ] / %
5t VlE(r) - dF ()
, t+t T Ry ()
¢ A
) N o ||I i ek A
moA N VLY AL L AN Detectorz: F
IR I."\"'IU | i e R g " i
| f 1 | _, Tiempo

Figura 3.13. Esquema del método de FCCS. A) Diagrama de moléculas difundiendo a través del
volumen de deteccioén. Filtros que seleccionan la florescencia correspondiente al rango verde y rojo. B)
Fluctuaciones de fluorescencia de cada canal en funcién del tiempo Funcion de cross-correlacion Gj (7).

Imagen extraida y modificada de *.

En el caso que se observe una correlacién cruzada, es posible estimar una
constante de asociacion aparente Ka a partir del andlisis de las amplitudes de las auto-
correlaciones de cada canal, G, y G, y de la amplitud de la correlacién cruzada G,,,™.
Si [C,] y [C,] son las concentraciones medias de moléculas libres de cada tipo, y [C,]
la concentracion media de moléculas asociadas o unidas, la constante de asociacion
aparente se define como:

a=—tCal (Ec. 3.21)
[C]-[G,]

Teniendo en cuenta los volumenes confocales correspondientes, las
concentraciones totales medias de moléculas de cada especie [Ciwl Y [Caol S€
estiman a partir de las amplitudes de las auto-correlaciones, y se emplea la amplitud
de la correlacion cruzada G,,, para inferir la concentracion media de moléculas

unidas, [Ci]:
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1

[Cltot] = G

ol

W
1
G,V
G

0l2

Gol 'Goz 'Vlz

[Con]= (Ecs 3.22)

[CIZ] =

donde V, y V, son los volimenes confocales correspondientes a cada laser/fluoréforo
mientras que Vy, es el volumen de superposicion de ambos voliumenes, que se podria
aproximar por el volumen mas pequefo entre V, y V,. Considerando que [Cy,] = [Ci] +
[Ci2] Y [Cao] = [C2] + [C)2], la constante de asociacion aparente expresada en términos

de las amplitudes y volimenes resulta:

G

0l2

GOIGOZ‘/IZ

I(Cl -
{ 1 G[)lz j '( 1 GU[2 J
Gol 1 GUIGUZ 12 G02 2 G01G02 12

(Ec 3.23)

3.3. Microscopia de Fuerzas de Traccion (TFM)

La microscopia de traccién celular se basa en el estudio de células adheridas
sobre un sustrato elastico y transparente en cuyo interior se encuentran micro o nano
esferas fluorescentes que actian como puntos de referencia (ver Figura 3.14). Si el
sustrato es suficientemente blando la traccion que ejercen las células deforma el
sustrato entre decenas y centenares de nanémetros. Estas deformaciones se pueden
medir a partir del desplazamiento de los marcadores fluorescentes dentro del sustrato,
y luego traducir a mapas de traccion, determinando magnitud y direccién de las
tracciones ejercidas por las células sobre el sustrato.

La microscopia de fuerza de traccion (TFM) fue iniciada por Harris, Wild, y
Stopak (1980)?’, que mostraron que los fibroblastos deformaban un sustrato de caucho
de silicona elastica, indicando la actividad mecéanica de las células. Mediante la
aplicacion de fuerzas conocidas, Harris y colaboradores fueron capaces de calibrar
esta técnica y evaluar la magnitud de las fuerzas de traccion. Sin embargo, las
limitaciones de este enfoque incluyen la dificultad en la cuantificacién de la fuerza,
debido a que la deformacién del sustrato no era lineal, y a la baja resolucion espacial®
? Debido a las propiedades dpticas y mecanicas, los hidrogeles de poliacrilamida
(PAA) se han convertido en los sustratos mas utilizados para medir fuerzas de
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traccion.
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Nanoparticulas
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Figura 3.14. Esquema del principio de TFM. Célula adherida sobre un sustrato deformable que contiene
marcadores fluorescentes. Esquema extraido y modificado de %

Los geles de PAA son oOpticamente transparentes, lo que permite una
combinacion de TFM, con diferentes microscopias (wide field, Confocal, etc.) para
complementar las medidas de fuerza de traccion con el andlisis de la dinamica del

citoesqueleto o de las adhesiones focales®' .

Las propiedades mecéanicas de la
poliacrilamida también son ideales para TFM ya que tiene una respuesta elastica lineal
para una amplia gama de deformaciones. Ademas, su elasticidad se puede elegir para

imitar la rigidez de la mayoria de los tejidos bioldgicos®*>*.

Por otra parte, la
funcionalizacién de PAA con proteinas especificas de la ECM permite el control de las
interacciones bioquimicas entre la célula y el sustrato permitiendo activar distintos

receptores de adhesion.

(Imégenes de referencia\ Determinacion Reconstruccion
PRE POST =) del campo de =) del campo de
2 Deformacion Traccion
PIV- Particle Image FTTC - Fourier Transform
Velocimetry Traction Cytometry
Emplea métodos de Resuelve el problema
correlacion cruzada entre inverso en el espacio de
imagen PRE y POST. Fourier empleando un
\ j método de regularizacion

Figura 3.15. Diagrama del procesamiento de imagenes para TFM. /Imdgenes del Capitulo 8, Figura
8.7.

La microscopia TFM utiliza el analisis de imagenes de fluorescencia de
marcadores embebidos en el sustrato como referencia, para obtener la direccion y la
magnitud de las deformaciones del sustrato, y luego reconstruir la traccién, fuerza por
unidad de area, generada por las células. En la Figura 3.15 se presenta el esquema de
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procedimientos necesarios para obtener el mapa de traccién, que se describiran a
continuacion.

Determinacion del campo de deformacion

Para obtener el mapa de desplazamiento de los marcadores fluorescentes a
partir de las imagenes de fluorescencia, se implementd la técnica de velocimetria por
imagenes de particulas (PIV por sus siglas en inglés). A continuacién se explicaran
someramente las bases de esta técnica.

Con el objetivo de identificar el desplazamiento de las particulas se adquieren
dos imagenes de la misma region para configuraciones diferentes del sistema, en este
caso se evaluaran las imagenes de la fluorescencia de los marcadores fluorescentes
con la célula adherida al sustrato (imagen PRE) y sin la célula adherida (imagen
POST). El anadlisis comienza por dividir las imagenes en sub-regiones, llamadas
ventanas de interrogacién. Luego se correlaciona cada sub-region de la imagen PRE
con la correspondiente sub-region de la imagen POST, usando la correlaciéon cruzada
para el caso discreto de un par de sub-regiones definida como *

N-IN-1
Rlprelpwt X, ¥ =Z IU I p[)st(m+x n+y) (EC 324)

prL
m=0 n=0

donde 1%, , I, son las subregiones ij correspondientes a la imagen PRE y POST
respectivamente y m,n son las coordenadas de cada ventana de interrogaciéon. La
localizacién del maximo de correlacion cruzada determina el vector de desplazamiento
mas probable para cada sub-region (ver Figura 3.16). Al final del proceso se asignara
un vector de desplazamiento a cada una de las sub-regiones.

Los algoritmos son iterativos y se basan en la evaluacién inicial de los vectores
de desplazamiento utilizando ventanas de interrogacién mas grandes que se van
achicando en las sucesivas iteraciones, empleando la informacién de la iteracién
anterior. Ademas, las ventanas de interrogacion pueden quedar parcialmente
superpuestas con el objetivo de reducir el espacio entre vectores en la grilla de
vectores, en general se usa un solapamiento del 50%°°.
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Imagen PRE Ventanas de

interrogacion y
Correlacién cruzada

5
I pre

Vector
Desplazamiento

— -~

Imagen POST

Figura 3.16. Esquema de Método de PIV. Las imagenes PRE y POST de los marcadores se dividen en
subregiones, ventanas de interrogacién. Se realiza la correlacién cruzada y la localizaciéon del maximo de
correlacién determina el vector desplazamiento dentro de esa ventana. Imagen modificada de 5.

De esta manera se configura el mapa de deformacion a partir del calculo del
vector desplazamiento de cada ventana de interrogacion. En esta tesis se emple6 el
algoritmo MatPIV V1.6.1 de J. K. Sveen, 2004 de codigo abierto en Matlab
(MathWorks Inc., Natick, EE.UU.)*.

Reconstruccion del campo de traccion

Una vez obtenido el campo de deformaciones, se reconstruye el campo de
traccién que genera la célula sobre el sustrato, a partir de las propiedades mecanicas
del sustrato.

Para sustratos sintéticos como PAA se puede asumir un comportamiento
elastico, considerando que el sustrato es homogéneo, isétropo y lineal. De esta forma,
el sustrato esté caracterizado por dos magnitudes, el médulo de Young E, y el radio de
Poisson v. Se considera que el gel de PAA es incompresible, tomando un valor de
radio de Poisson igual a 0.5. En el caso de células adherentes cultivadas sobre un
sustrato plano, las células suelen adoptar una morfologia aplanada, ejerciendo
tracciones que son esencialmente tangenciales a la superficie del sustrato. Por este
motivo, se puede asumir que las deformaciones y las fuerzas de traccién son vectores
bidimensionales en el plano de la superficie del sustrato, despreciando los

desplazamientos y fuerzas en la direccion normal a la superficie del sustrato.
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Bajo estas condiciones, la relacion entre el campo de traccion T y el campo de
desplazamientos u puede escribirse como:

2
w(x, %)= Gy (x—x), x,—x,) T, (x, x,) d’ dx,” (Ec. 3.25)
j=1

donde el sistema en coordenadas cartesianas x; y x, se define en el plano del sustrato,
se denotan con u; a los desplazamientos a lo largo de la coordenada i. i=1,2y Gij es la
funcién de Green, que depende de las propiedades del sustrato y de las condiciones
de contorno. Si el grosor del sustrato es mucho mayor que las deformaciones tipicas
(que en general son del orden de micrén), se puede considerar al gel como un espacio
semi-infinito. La funcién de Green para un medio elastico, isotrépico y semi-infinito se

conoce como la solucion Boussinesq solution’®.

(1+v)((Q=-v)r*+vx? VX X,
Gl(x,x,)=
(4. x,) TEr VX X, (1-v)r*+vx,’ (Ec 3.26)

donde r =Ixl, E es el médulo de Young del sustrato y v es el radio de Poisson (v=0,5).

El célculo de traccion implica resolver la Ec. 3.25, que es una ecuacion integral
de Fredholm de primera especie. Se trata de un problema inverso, es decir, las
mediciones de la deformacion del sustrato se utilizan para calcular el campo de
traccion mas probable que puede dar lugar a las deformaciones observadas®. Un
enfoque para calcular la traccion a partir del campo de desplazamiento medido es
resolver la Ec. (3.25) en el espacio real (BEM, por las siglas en inglés, Boundary
Element Method)*’, aunque puede llegar a ser computacionalmente costoso. Otra
opcion es emplear la Citometria de Traccion para la Transformada de Fourier
(FTTC)*', que se basa en resolver las ecuaciones del problema en el espacio de
Fourier, en donde la integral de la Ec. (3.25) se convierte en una multiplicacién de
matrices:

Tk) = Gk)" (k) (Ec. 3.27)

donde las magnitudes con * son las correspondientes al espacio de Fourier.

La resolucion del problema inverso para el célculo de la traccion, suele ser muy
sensible a pequenas diferencias en el campo de deformacion generadas por el ruido
en la determinacién experimental de los desplazamientos. El ruido en los datos
experimentales puede provenir de diferentes fuentes, como por ejemplo, puede
deberse a la falta de homogeneidad del sustrato, a un bajo acoplamiento entre el
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sustrato y los marcadores fluorescentes, al sistema éptico, y/o a la rutina PIV. En
general es necesario usar un método de regularizacién para resolver el problema*. En
este caso, se empleé el método de regularizacién de Tikhonov*® en el espacio de

Fourier:
T = (GM) G+ L) GR)" (k) (Ec. 3.28)

donde A es el parametro de regularizaciéon y L es la identidad para el orden cero de
regularizacién. La solucién de la Ec. 3.28 dependera del parametro A elegido, un
criterio para seleccionar objetivamente el parametro de regularizacion es el criterio de
la Curva-L*. Esta herramienta consiste en graficar para todos los A posibles los
valores que asume la norma de la solucién regularizada contra la norma del
correspondiente residuo. Esto permite visualizar cuanto se compromete el residuo
frente a la solucion regularizada del problema. Cuando se grafica utilizando escala
logaritmica en cada eje, generalmente se obtiene una curva en forma de L, de ahi el
nombre del criterio. El parametro A que se utiliza es aquel asociado al punto de mayor
curvatura de la Curva-L.

B A =10.003
A 21|l Ax~b]|,=0.06g594
o 15}11xll,=82018
A =1e-005 1
N 05
3 0
- 0 20 40 60
e
- | C A=0.02
S 21| Ax~b |, =0.06202
5 1 =0.0001 15 ||x||2 =7.9112
[<}
173 1
©
P 05
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© 10} 0
c 0 20 40 60
=
§ D r=2
21| Ax=-b]||,=6.85
15 x|l = 4.2822
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Norma del Residuo, Log || Ax-b||2 0

0 20 40 60

Figura 3.17. Curva-L método para determinar el parametro de regulacion A. (A) Curva L tipica para un
problema de regularizacion de Tikhonov, los puntos marcados con circulos corresponden a los
parametros A= 10°, 10, 10®, 102, 10", y 1. (B-D) Comparacién de la solucién exacta (linea de trazo fino)

con las soluciones obtenidas para diferentes A (linea de trazo grueso). Extraido y modificado de .
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En la Figura 3.17 A se presenta una Curva-L tipica para el problema de
regularizacién de Tikhonov. La solucién éptima se consigue con el valor de A asociado
al vértice de la curva, en la Figura 3.17 A corresponde a 0.01. Para ejemplificar las
variaciones generadas por diferentes elecciones del parametro de regulacién se
incluye la comparacion de la solucién exacta con las soluciones halladas para un caso
con regulacion leve, A=0.003, donde la solucion presenta el ruido propio de los datos
(Figura 3.17 B), y excesiva, A =2, donde se obtiene una solucién suavizada (Figura
3.17 D).
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4. Cultivo celular y dispositivo estirador

4.1. Cultivo celular

Hoy en dia se define cultivo celular como el conjunto de técnicas que permiten
el mantenimiento de las células 'in vitro, manteniendo sus propiedades fisiolégicas,
bioquimicas y genéticas’. Los estudios que utilizan cultivos celulares incluyen gran
numero de disciplinas y aproximaciones al estudio del fenémeno celular: investigacion
del cancer, virologia, inmunologia, ingenieria de proteinas, aplicaciones médicas.

La mayor parte de las células que se mantienen en cultivo proceden de
disgregacion tisular o de tumores formados por células adheridas y mantienen esa
caracteristica: necesitan adherirse al sustrato para mantenerse. El cultivo celular se
realiza en medios artificiales preparados mediante la mezcla de componentes
purificados o de soluciones organicas complejas, sobre soportes (vidrio, plastico,
membranas flexibles, geles de poliacrilamida) o recipientes (botellas o frasco de
plastico descartables, placas de Petri, multiplacas) que los contienen y aislan del
medio exterior. La adherencia y crecimiento de las células sobre estas superficies
mejora si se las recubre de proteinas de matriz extracelular como fibronectina,
colageno, Matrigel. Para elegir el medio de cultivo adecuado se debe tener en cuenta:
la naturaleza del sustrato o fase en que crecen las células, las condiciones fisico-
quimicas vy fisiolégicas del medio, la naturaleza y composicion de la fase gaseosa, y
las condiciones de incubacién, especialmente la humedad y la temperatura.

En el presente trabajo de Tesis se utiliz6 la linea celular HC11 de epitelio
mamario de ratén BALB/c normales®’. El medio de cultivo utilizado para su
mantenimiento fue RPMI 1640 adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
inactivado por calor, 5 uyg/mL de insulina de pancreas bovino. Ademas, para evitar la
contaminacién con bacterias se agregaron antibiéticos, penicilina (100 1U/mL) y 100
pMg/mL de estreptomicina. Las células se cultivaron en placas de Petri y se guardaron
a 37°C en 5% CO,. Cuando las células alcanzaban una confluencia del 90% se
lavaron con PBS (composicién: 137mM NaCl; 2.7mM KCI ; 8.1mM Na,HPO, 2H,0 ;
1.76mM KH,PO,, pH7.4) y levantaron con una solucién de tripsina (0.25%) con EDTA
(0.35mM). Luego con el objetivo de continuar el cultivo se contaron, utilizando la
camara de Neubauer, y sembraron en una nueva placa de Petri con medio RPMI.

Cuando se quiere almacenar las células por un largo periodo de tiempo se
debe realizar el protocolo de crio-preservacion. Una vez alcanzado el 90% de

43



4. Cultivo celular y dispositivo estirador

confluencia se colectan las células, del mismo modo descrito previamente, se
centrifugan durante 4min a 800 rpm y se resuspende el pellet en medio RPMI con 20%
de SFB (v/v). Luego se agrega el mismo volumen de medio con 20% de SFB (v/v) y
20% DMSO (v/v). Debido a que el DMSO es toxico las células deben colocarse
rapidamente a -80°C. Pasadas 24hs se pueden traspasar los criotubos con las células
al tanque de nitrégeno liquido. Cuando se quieren utilizar las células se deben
descongelar rapidamente incubando el criotubo en un bafo a 37°C.

Los ensayos de transfeccion se hicieron con Lipofectamina2000. Las células
se sembraron en placas de 6 pocillos en medio RPMI. Al dia siguiente se lavaron con
PBS y luego se agregé medio Optimem. Para cada pocillo se prepararon las mezclas
de transfeccién en dos viales: 1- 50ul Optimen +4 pug de ADN; 2- 50ul Optimen + 4ul
Lipofectamina2000. Se dejaron reposar las soluciones durante 5 min y se mezclaron.
Luego de 20min se agreg6é la mezcla al pocillo con las células. Las células se
mantuvieron en la estufa a 37°C durante 5horas. Posteriormente se lavaron con PBS y
se agregé medio RPMI. Las células se utilizaron después de trascurrir 24hs de la
transfeccién. Si bien este es el protocolo general, las cantidades de ADN se
modificaron para cada plasmido con el fin de optimizar el porcentaje de transfeccion.

Las células utilizadas en los experimentos de esta Tesis se plaquearon en
diferentes sustratos como ser cubre objetos de vidrio, membrana de silicona y geles de
poliacrilamida de diferentes elasticidades, todos recubiertos previamente con la

proteina de matriz extracelular fibronectina.

4.2. Proteinas de las adhesiones focales

Las adhesiones focales (AFs) son estructuras transientes alargadas y de unos
pocos micrones cuadrados, localizadas preferentemente en la periferia de las células.
Estos sitios de adhesion son complejos de proteinas dispuestos en ensamblados
multimoleculares (~150 proteinas) que unen la matriz extracelular, a través de los
receptores de membrana de la familia de integrinas, a componentes del citoesqueleto®.
El agregado de integrinas promueve el reclutamiento de varias proteinas como talina,
vinculina, a-actinina, zyxina y FAK* en sus dominios citoplasmaticos, lo que hace que
las integrinas queden unidas mecanicamente al citoesqueleto®. De esta manera las
AFs, también llamadas adhesoma de integrina, establecen una conexién entre la ECM
y la actina del citoesqueleto, y sirven como puntos de traccién. Se ha postulado a las

AFs como organela de sefializacién en el proceso de mecanotransduccion celular®.
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Las mismas se ensamblan o reorganizan en forma dindmica en las células’, y este
continuo remodelado es crucial para la migracién celular® y las respuestas a fuerzas
mecanicas’. Dentro de la célula, el movimiento interno de los filamentos de actina
también seria detectado a nivel de las AFs a través de un complejo mecanismo
basado en las multiples interacciones transientes proteina-proteina que tienen lugar en
la adhesién focal'®.

La observacién de células vivas por microscopia confocal ha permitido
describir el ciclo de vida del adhesoma de integrina en cuatro etapas principales:
adhesiones nacientes, complejos focales, adhesiones focales, y adhesiones fibrilares.
La transformacion de una forma de adhesion en otra estaria regulada fuertemente por
sistemas de sefalizacién celular, primariamente por las GTPasas pequenas que
incluyen Rac1, Cdc42, and RhoA'".

La proteina marcadora de la adhesion focal madura es la zixina, la cual es
reclutada en las AFs en las Ultimas etapas del ensamblado de la AF, y no aparece en
las adhesiones nacientes o en los complejos focales'. En los dltimos afios se ha
postulado a esta proteina como una potencial proteina mecanosensora, y por lo tanto
con una participacién protagoénica en la respuesta celular a sefiales mecanicas. Se
conoce que: 1) esta localizada predominantemente en las adhesiones focales'®; 2)
esta involucrada en el reclutamiento a varias proteinas tales como a-actinina y
miembros de la familia Ena/VASP'; 3) interacciona directamente con la proteina
p130°* que es una proteina sensible al estiramiento'®; 4) el estiramiento ciclico de
células resulta en la translocacion de la zixina hacia las fibras de actina' y el ntcleo';
5) la constante de disociacion de esta proteina en las AFs aumenta cuando se reduce
la tension del citoesqueleto (por inhibicién de ROCK, ablacién laser de una fibra de
actina, cultivo celular sobre sustratos deformables)'®; 6) la polimerizacion de actina
depende de la acumulacion de zixina inducida por fuerza'®. Estos resultados hicieron
que se eligiera a la proteina zixina en particular para los experimentos de este trabajo
de Tesis.

La estrategia general para analizar la respuesta mecanotransduccional en
distintas condiciones bioquimicas y mecanicas sera expresar en las células HC11 la
proteina en estudio fusionada a proteinas fluorescentes en el visible?®, (VFPs). En las
construcciones para las proteinas de adhesion zixina, paxilina, FAK, beta3-integrina y
vinculina, las VFPs son EGFP (verde), mCherry (roja), y Turquesa (MmTFP). Los
plasmidos se recibieron a través de colegas o desde el laboratorio que los disend (D.
Ingber, J.T. Parsons, B. Geiger, C. Grashoff, E. Gratton, C. Arregui, A. Caceres). La
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visualizacion de la expresion de las proteinas quimeras, su localizacién, activacion y
registro en el tiempo en células vivas se hara por microscopia de fluorescencia

multidimensional.

4.3. Dispositivo estirador equibiaxial

Las células en organos y tejidos estan sujetas a diferentes estimulos
mecanicos en condiciones fisioldgicas normales. La respuesta y la adaptacion a estos
estimulos son importantes en el crecimiento, en el desarrollo y en la funcién celular®'.
El estudio sistematico del proceso de la respuesta celular ante estimulacién mecanica
se basa en el uso de preparaciones in vitro, generalmente cultivo celular y una manera
controlada de dar el estimulo mecanico. Por ejemplo para aplicar un estrés controlado
a nivel del sustrato, las células se cultivan sobre sustratos elasticos que pueden ser
estirados de manera estatica o ciclica®®. El estrés aplicado, uniaxial o biaxial, se
transmite a las células en cultivo y, de esta manera, se puede seguir el fenémeno por
microscopia. Se ha demostrado que en respuesta a fuerzas uniaxiales, las células se
alinean y se producen cambios en el citoesqueleto y en la bioquimica celular, cambios
que dependen de la orientacién de la célula relativa a la direccion del estiramiento®.
Entonces, si aplicamos la fuerza a lo largo de un solo eje, y las células tienen distintas
orientaciones en relacion al eje de estiramiento, los resultados representaran una
mezcla heterogénea de respuestas. Para evitar estos inconvenientes es que se

prefiere trabajar con sistemas que generen tensiones equibiaxiales®.

En este trabajo de Tesis se utilizd un dispositivo estirador equibiaxial con el
objetivo de evaluar la dinamica molecular de las adhesiones focales ante un estimulo
mecanico global. El disefio del estirador es una modificacién del sistema propuesto por
Quaglino y colaboradores®, el cual fue adaptado para realizar mediciones en el
microscopio confocal espectral Olympus FV1000.

El dispositivo consiste en un soporte roscado de aluminio que contiene: dos
piezas cilindricas (hechas en Delrin®) que sujetan la membrana (didmetro 40mm); un
anillo indentador de Teflon® (diametro 30mm) que forma la pared de la camara de
cultivo y una corona circular (Delrin®) que permite empujar el anillo indentador para
estirar la membrana de silicona cuando el soporte de aluminio se enrosca. La
magnitud de estiramiento se caracteriza por las vueltas de rosca dadas al soporte de
aluminio. Los resultados de la calibracién se presentan en el Capitulo 7. En la Figura
4.1 se presentan fotos tomadas a una membrana, el dispositivo estirador con una

membrana colocada en el mismo, y la posicion del estirador en el microscopio
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confocal. Se acompafna también de las imagenes de fluorescencia de una célula
HC11 antes y después de estirar equibiaxialmente el sustrato donde estan cultivas las
células.

Figura 4.1: Dispositivo estirador equibiaxial. (A) Membrana de silicona utilizada como sustrato. (B)
Dispositivo estirador con la membrana. (C) Dispositivo estirador colocado en el microcopio confocal
FV1000. (D) Imégenes de una célula HC11, expresando zixina-EGFP, cultivada en la membrana de
silicona y observada en el microscopio confocal antes, y después de dar una vuelta de rosca en el
dispositivo estirador. Fotos del archivo del CMA.

Como sustrato elastico se utiliz6 una membrana transparente de silicona
flexible con espesor de 127 ym en condiciéon de reposo (Gloss/Gloss laminas de
silicona sin reforzar, Specialty Manufacturing Inc., Saginaw, USA). Las membranas
vienen en laminas de 27x27cm, y se cortan con un sacabocados para obtener el
diametro adecuado para el dispositivo estirador. Al tener un espesor tan pequefio, las
membranas tienden a arrugarse con facilidad por lo que el manejo de las mismas es
delicado. Por otro lado, para el cultivo de la linea celular HC11 es necesario
modificarlas con la proteina de matriz extracelular fibronectina. Entre otras
caracteristicas, resisten todos los pasos del cultivo celular lo que permite realizar los
experimentos con células vivas en el microscopio confocal. Los experimentos y
resultados se describen en el Capitulo 7.
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5. Mapeo de propiedades nanomecanicas: de polimeros a
células

La posibilidad de evaluar propiedades nanomecanicas en microestructuras
resulta de gran interés, tanto para el estudio de materiales como para el analisis de
muestras bioldégicas como células y tejidos. Las células pueden responder a su
microentorno mediante cambios en sus propiedades mecanicas. Por ejemplo, el
moédulo de elasticidad de las células se altera en su transformacién de normales a
malignas dentro del microambiente del tumor en la progresién del cancer'. En el
sentido inverso, muchos tipos celulares son sensibles a las propiedades mecanicas del
sustrato en el que se cultivan mediante respuestas como su adherencia, proliferacion o
diferenciacién, respuestas celulares estructurales (como el remodelado del
citoesqueleto de actina), y respuestas fisioldgicas que incluyen la organizacién de
tejidos y la expresion de proteinas especificas en las interfaces célula-sustrato®.

La microscopia de fuerza atémica (AFM) en su utilizacién para espectroscopia
de fuerzas, permite mapear fuerzas en un rango desde las decenas de pN hasta las
decenas de nN con resolucion espacial nanométrica, convirtiéndose en una de las
herramientas mas utilizadas para el estudio de propiedades nanomecanicas. A través
de un analisis cuantitativo de las curvas de fuerza se pueden determinar propiedades
mecanicas (como médulos de elasticidad, deformacion, adhesion y disipacion) tanto

de los sustratos como de las células vivas y mapearlas con resolucién de nanémetros®.

En este capitulo se describe la utilizacion de espectroscopia de
fuerza/nanomecanica cuantitativa para el estudio de propiedades mecanicas de
diferentes tipos de muestras: desde sustratos poliméricos termo-responsivos o
sistemas nanoestructurados de copolimeros de bloque reforzados con nanotubos de
carbono, hasta cultivos de bacterias.

5.1. Sistemas multicapas termo-responsivos de microgel

Las interfaces moleculares controlan las propiedades quimicas, fisicas,
biolégicas y mecanicas de las superficies a toda escala y nivel de complejidad, ya
sean moléculas que se adsorben sobre monocapas autoensambladas o superficies
multicomponente bio-funcionalizadas. El uso de polimeros para la modificacion de
superficies con estructuras y propiedades bien definidas resulta un importante campo
de investigaciébn béasica y aplicada. Actualmente, una de las superficies
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termo-responsivas mas promisorias para aplicaciones biolégicas son las construidas a
partir de la utilizacion de polimeros con una transicion de fase en un rango de
temperaturas cercano al fisiolégico. Estos polimeros termo-responsivos presentan en
solucion un comportamiento dependiente de la temperatura, cambiando propiedades
como su morfologia, su hidrofobicidad o su rigidez en respuesta a cambios pequefnos
en temperatura. Por ejemplo, el poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) tiene una
temperatura de transicién de volumen de fase (VPTT) de alrededor de 32°C.* Los
microgeles de PNIPAM son particulas discretas del polimero con un tamano en el
rango de los nanometros hasta unos pocos micrones que poseen las mismas
propiedades que el PNIPAM, pero debido a su tamano responden mucho mas rapido a
los cambios del entorno.’ Por debajo de la VPTT se favorecen las uniones de
hidrogeno entre la red del polimero y el solvente, dando lugar a particulas mas
hinchadas. Con el aumento de la temperatura, se rompen las uniones de hidrégeno
entre el polimero y el solvente volviéndose dominantes las interacciones hidrofobicas

polimero-polimero, lo que resulta en particulas mas comprimidas y rigidas.

En esta seccion se describe la utilizacién de microscopia de fuerza atdomica
para la caracterizacion de sustratos termo-responsivos construidos a partir de
multicapas intercaladas de microgel. Mediante AFM se logré una caracterizacion en
funcién de la temperatura, no sélo de la topografia de los sustratos, sino también de
sus propiedades mecanicas como el médulo de elasticidad y sus propiedades de
adhesion.

Los sustratos estudiados, fabricados en el grupo de materia blanda del INIFTA
(director: Dr. Omar Azzaroni), consisten en multicapas intercaladas de MICROGEL vy
polialilamina (PAH) sobre sustratos de silicio. En todos los casos, el Si esta modificado
con APTES (aminopropil tri-etoxisilano, un silano terminado en grupo amina), luego
tiene un ensamblado capa por capa inicial de tres bicapas de PSS y PAH:
(PSS/PAH)3. Esto se usa como sustrato base para ensamblar el resto. Finalmente, se
ensambla capa por capa el microgel y el PAH, siempre con una Ultima capa de
microgel. Entre las muestras estudiadas, lo que varia de una muestra a otra es la
cantidad de bicapas ensambladas. Se estudiaron dos tipos de muestras:

1- microgel 4: (PSS/PAH)3 (MICROGEL/PAH)4 MICROGEL (esto es, 3 bicapas de
PSS/PAH, 4 bicapas de MICROGEL/PAH y una capa de MICROGEL).

2- microgel 9: (PSS/PAH)3 (MICROGEL/PAH)9 MICROGEL (esto es, 3 bicapas de
PSS/PAH, 9 bicapas de MICROGEL/PAH y una capa de MICROGEL).
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Topografia de los sustratos termo-responsivos

Se estudio el comportamiento de los sustratos al variar la temperatura. Para
calentar la muestra se utilizé una celda Peltier colocada entre el escaner piezoeléctrico
del microscopio de fuerza atémica (AFM) y la muestra. Mediante el controlador de
temperatura TED 200 Profile, se vari6 la temperatura controlando la intensidad de
corriente para que no sature (< 0.6A). La calibracién se realizé6 comparando la
temperatura otorgada por la celda Peltier con la determinada por una termocupla
calibrada. Este sistema de calentamiento permite modificar la temperatura entre T
minima 25°C hasta 50°C, rango acorde a la mediciéon ya que la temperatura de
transicion esperada segun las mediciones de microbalanza de cuarzo de las muestras
fue de ~29°C. Las mediciones se realizaron tanto en Modo contacto como en contacto
intermitente, en solucién de cloruro de potasio (KCIl, 5mM, pH 5) utilizando un sensor
de fuerza modelo NP de la empresa Bruker con constante elastica k=0.06N/m, y
frecuencia f=18kHz, valores nominales. En la Figura 5.1 se presenta una imagen de
topografia a temperatura ambiente de la muestra microgel-4 y un perfil en el que se

puede apreciar que el tamano de las particulas es el esperado, del orden de 0.4um.
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Figura 5.1. Topografia de los sustratos termo-responsivos. (A) Imagen representativa de topografia
adquirida con el modo contacto de AFM del microgel-4, a pH5 y temperatura ambiente (T=25°C). (B) Perfil
de altura de la linea marcada en la imagen de topografia. Imagenes procesadas con el software
NanoScope Analysis 1.5.

En la Figura 5.2 se muestra la evolucién de la topografia de los ensamblados
de 9 bicapas, antes y después de la transicion de fase. Como puede verse en la Figura
5.2, una vez superada la temperatura de transicién las particulas de microgel pasan de
estar en un estado laxo, muy dificil de registrar mediante el barrido del AFM (sélo a
muy bajas fuerzas de contacto), a adquirir una rigidez que permite observarlas

claramente con el microscopio.
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Altura Senal de error Fase

Figura 5.2. Evolucion de la topografia de los ensamblados en funcién de la temperatura. Imagenes
adquiridas en modo contacto intermitente, canales de topografia, sefial de error y fase para la muestra
(PSS/PAH)3 (MICROGEL/PAH)s MICROGEL, en soluciéon de KCI con pH 5, en funcion de la temperatura
(32.8°C; 35.7°C; 31.7°C). El recuadro de la tercera fila corresponde al area del resto de las figuras.
Imégenes procesadas con el programa Gwyddion. Altura: (0-145); (0-380); (0-320); (0.100)]nm. Error: [(0-
70); (0-80); (0-60);(020)]V. Fase: [(0-15); (0-20); (0-10);(0-20)]° Barra de escala: 500nm.

Este cambio tan evidente fue registrado Unicamente en la muestra de 9
bicapas, por lo que se seleccioné la misma para realizar un estudio especifico de sus
propiedades mecanicas en funcién de la temperatura.
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Propiedades nanomecanicas

Mediante espectroscopia de fuerza se estudiaron las propiedades
nanomecdanicas de la muestra microgel-9. Se realizaron curvas de fuerza para
diferentes temperaturas (25, 30; 35)°C. A diferencia de la adquisicién de imagenes,
para analizar las curvas de fuerza se necesita conocer el valor de la constante elastica
del sensor de fuerza. Dado que la constante elastica del sensor depende fuertemente
de la temperatura, se debié realizar la calibracién para cada temperatura. Se realiz6 el
andlisis de la elasticidad de la muestra microgel-9 en funcién de la temperatura. Las
curvas de aproximacion se analizaron con el modelo de Hertz. Para obtener un valor
de elasticidad representativo de la muestra para cada temperatura, aproximadamente
900 curvas fueron tomadas en diferentes regiones de la muestra. En la Figura 5.3 se
presentan las curvas tipicas halladas para cada temperatura. EI comportamiento
observado es un aumento del médulo de Young al aumentar la temperatura, desde un
valor de 130kPa, a un valor de 480kPa después de la transicién de fase. Estos valores

coinciden con los reportados para una monocapa de microgel.®
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Figura 5.3. Elasticidad del microgel-9 respecto de la temperatura. (A) Curvas de fuerza
representativas obtenidas para cada temperatura. (B) Histograma de los modulos de Young calculados
mediante el modelo de Hertz. (C) Valores promedios del médulo de Young para cada temperatura.

Se analiz6 también el cambio en el trabajo de adhesién de la muestra
microgel-9 con la temperatura. El trabajo de adhesion se define como el trabajo
necesario para separar la punta del sensor de fuerza de la superficie de la muestra. En
el ciclo de retraccién las fuerzas de adhesion mantienen el contacto entre la punta y la
superficie de la muestra hasta que la fuerza de retraccién del sensor vence la fuerza
de adherencia, y finalmente se separa de la superficie. El area encerrada por la curva
de la fuerza y el eje x representa el trabajo de adhesion®. De esta manera se
calcularon los trabajos de adhesion en funcién de la temperatura (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Trabajo de adhesion para el microgel-9 respecto de la temperatura. (A) Curvas de fuerza
representativas obtenidas para cada temperatura. (B) Histograma del trabajo de adhesion calculado por el
area encerrada entre la curva de retraccion y el eje de abscisas. (C) Valores promedios del trabajo de
adhesion para cada temperatura.

Como puede verse, a medida que aumenta la temperatura, se incrementa el
trabajo de adhesion, lo que significa que el ensamblado se vuelve mas adherente.
Cabe aclarar que el trabajo de adhesién depende fuertemente de las caracteristicas de
la punta del sensor de fuerza, por lo que experimentos con diferentes puntas arrojan
valores no comparables. Es por esto que los datos presentados corresponden a un
experimento con el mismo sensor de fuerza. Para garantizar que las variaciones en la
adhesion sean debido a la muestra y no por la adsorcion de particulas a la punta en el
transcurso del experimento, se midieron curvas de fuerza aumentando y disminuyendo
la temperatura. Si bien los valores absolutos del trabajo de adhesion no fueron
comparables entre diferentes experimentos, siempre se observé el comportamiento de
un aumento de la adhesiéon a mayor temperatura.

5.2. Sistemas nanoestructurados EPOXI-SISe reforzados con nanotubos de
carbono

Como primer material de estudio para implementar el modo avanzado de
AFM, Peak Force QNM se emplearon diferentes muestras de copolimeros de bloque
reforzados con nanotubos de carbono preparadas en el Laboratorio de Polimeros de la
FCEN-UBA por el Dr. Hernan Garate (directora: Dra. Silvia Goyanes). El grupo disefé
y desarrollé un recubrimiento organico novedoso ligero, durable y de bajo costo, con
propiedades eléctricas capaces de evitar la acumulacién de carga electrostatica.

Disefo
El disefio a nanoescala permite desarrollar materiales nanocompuestos
estructurados jerarquicamente, cuyas propiedades dependen en gran medida de la

nanoestructura generada. Para obtener un material con las caracteristicas deseadas
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se desarrolldé un material nanocompuesto de base epoxi integrando copolimero de
bloque (CPB) y nanotubos de carbono (NTC) funcionalizados. Se eligieron NTC debido
a sus excelentes propiedades eléctricas, mecanicas y térmicas, alta relacion de
aspecto y su baja densidad. Por su parte, el copolimero de bloque mejora la dureza
del epoxi y ayuda a dispersar los NTC. Las muestras utilizadas son polimeros
nanocompuestos basados en una matriz epoxi modificada con copolimeros de bloque
poli(estireno-b-isopreno-b-estireno) (SIS) previamente epoxidados 85% (SIS85) y
reforzados con NTCs. Para poder incorporar, de forma dispersa, los NTCs en
materiales compuestos es necesario funcionalizarlos, con este fin se utilizaron
cadenas de poli(estireno) (NTC-PS),(Figura 5.5).
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Figura 5.5. Diagrama del nanocompuesto. (A) Esquema NTC funcionalizados con poli(estireno). (B)
Secuencia del copolimero de bloque. (C) Monémero epoxi, diglicidil éter de bisfenol A (DGEBA).
SIS85 NTC-PS

Muestra
(% en masa) (% en masa)
epoxi 0 0
epoxi(23) 23 0
epoxi(23; 0,05) 23 0,05
epoxi(23; 0,1) 23 0,1
epoxi(23 ;0,3) 23 0,3
epoxi(10) 10 0
epoxi(10; 0,05)* 10 0,05
epoxi(10; 0,1)* 10 0,1
epoxi(10; 0,3)* 10 0,3

Tabla 5.1. Composicion de las diferentes muestras de nanocompuestos utilizados. Las muestras
con asterisco también se estudiaron con NTC sin funcionalizacion.
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Diferentes cantidades de NTC-PS y de copolimero de bloque SIS85 se
incorporaron a los nanocompuestos para estudiar como se ven modificadas las
propiedades fisico-mecanicas. Las muestras presentadas en la Tabla 5.1 fueron
preparadas por el Dr. Garate siguiendo las metodologias descriptas en los trabajos®®.

Influencia del sustrato en la morfologia del nanocompuesto

Para evaluar el efecto del sustrato en la morfologia se adquirieron imagenes
topograficas de AFM obtenidas para la muestra epoxi (23; 0,1) colocada por spray
sobre el sustrato de aluminio, y se compara con una muestra de igual composicién
colocada por solvent casting sobre silicio (Figura 5.6). Como puede observarse, los
nanodominios generados a partir del copolimero de bloque SIS85 presentan una
morfologia irregular para ambos sustratos.

Figura 5.6. Topografia de las muestras. Imagenes topograficas de AFM de la muestra epoxi (23; 0,1)
sobre sustrato de aluminio (izquierda) y silicio (derecha). Las imagenes fueron adquiridas en modo de

contacto intermitente en atmdsfera de nitrégeno seco y su tamafo es 800nm x 800nm

Si bien es conocido que el sustrato puede modificar notablemente la
morfologia desarrollada por el copolimero de bloque, dicho efecto se produce cuando
el espesor del film es inferior a 1um. En nuestro sistema el espesor de los films fue de
aproximadamente 7um, lo que sugiere que la morfologia observada no esta
condicionada por el sustrato.

Propiedades nanomecanicas mediante espectroscopia de fuerza y PF-QNM
La microscopia de fuerza atémica se utilizé para analizar propiedades como el
modulo de Young, adhesién y disipacion de energia, propiedades muy relevantes en el

campo de los recubrimientos. Se implementaron los modos contacto intermitente (TM)
y PF-QNM para estudiar las diferentes muestras. Todas las mediciones se realizaron
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en atmdsfera de nitrogeno seco. Debido al volumen de los datos obtenidos, se
presentan las mediciones representativas correspondientes a las muestras epoxi
(23;0.1) y epoxi (10;0.3). En la Figura 5.7, se resume la informacién que podemos
obtener en los distintos modos de operacién para analizar como se complementan en
la descripcion del sistema. Por un lado, comenzando con el modo de operacién
convencional de contacto intermitente TM, tenemos las imagenes de topografia
(Figura 5.7E) y de fase (Figura 5.7F) que se adquieren simultdneamente. La imagen
de fase provee informacién complementaria a la imagen de topografia poniendo en
evidencia las variaciones en las propiedades de la superficie de la muestra epoxi
(23;0.1), variaciones asociadas a la elasticidad, la dureza, la adhesion y/o la energia
disipada. Como se menciond en el capitulo 3, la fase provee informacion sobre la
composicion y la separacion de micro-fases de la muestra. Mientras la fase indica que
hay variacion en las propiedades superficiales de la muestra, con el modo de
operacion avanzado PF-QNM se puede distinguir y cuantificar estas propiedades.
Como se puede ver en la Figura 5.7, la muestra epoxi (23,0.1) presenta variaciones en
la fuerza de adhesion punta-muestra (B) y en la elasticidad de su superficie (C). A
partir del mapa de elasticidad se obtuvo el histograma del médulo de Young, y de esta
forma cuantificar el coeficiente de elasticidad promedio del material (D) en la region

analizada de la muestra.

Altura (hnm) PF-QNM Adhesién (nN) PF-QNM Altura (hm) TM-AFM

e

0.5 1.0 15 2.0 25
Modulo de Young (GPa)

DMT Médulo (GPa) PF-QNM Histograma Médulo Young Fase (°) TM-AFM

Figura 5.7. Resultados obtenidos con los modos PF-QNM y TM-AFM para la muestra epoxi (23; 0.1).
Las iméagenes (A-C) corresponden a topografia, adhesiéon y médulo de elasticidad, respectivamente en
una regién de la muestra, mientras que las imagenes tomadas en TM son altura (E) y fase (F) adquiridas
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en una regién diferente de la misma muestra. (D) Histograma del Médulo de Young obtenido con el
modelo de Hertz (Ryp=30nm, k=12.25N/m, v=0.3). En el centro de la figura, barra de intensidad. PF-QNM
(A) Altura (0; 9)nm, (B)Adhesion (0; 8)nN, (C) Mddulo (0; 3)GPa. TM-AFM (E) Altura (0; 3.7)nm, (F) Fase
0; 20)°. Imé&genes de (1pm x1um). Barra de escala: 200nm.

Este ejemplo pone en evidencia la ventaja de usar ambos modos de
operacion y, en particular, la posibilidad de cuantificar y obtener mapas mediante PF-
QNM, mas alla de la velocidad en la adquisicion de los datos. Estudios previos de
materiales compuestos poliméricos nanoestructurados mostraron que la incorporacién
del copolimero de bloque SIS85 a una resina epoxi conduce a un sistema de
microfases separadas con nanodominios esféricos de poliestireno'®. Se analiz6 la
muestra epoxi (10;0.3) mediante el en comparacion con la muestra de igual
composicion pero con nanotubos de carbono sin funcionalizar. La imagen de fase
muestra una apariencia de la superficie diferente a la imagen de topografia, que se
traduciria en la presencia de estructuras distorsionadas con cierto grado de
interconexion (Figura 5.8.B). Sin embargo, utilizando el modo PF-QNM, se logro
resolver la estructura interna de los nanodominos del copolimero de blogue como

indican los mapas de adhesién (Figura 5.8.D y E).
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Figura 5. 8. Resultados para la muestra epoxi (10; 0.3) mediante los modos de operacion TM-AFM y
PF-QNM. (A-B) Imagenes de topografia y fase de una regién de la muestra epoxi (10; 0.3) obtenidas
mediante TM-AFM. (A-B) Barra= Altura (0; 7)nm, Fase (0; 5)°. (C-D) Imagen de topografia y su
correspondiente mapa de adhesién para una region de la muestra epoxi (10; 0.3) adquiridos por PF-QNM.
E) Ampliacién realizada para apreciar los nanodominios. (C-E) Barra = Altura (0; 4.5)nm, Adhesién (0O;
7)nN. (F-G) Imagen de topografia de la muestra epoxi (10; 0.3) con NTC sin funcionalizar, y su
correspondiente mapa de Adhesién. (F-G) Barra =Altura (0; 6)nm, Adhesién (0; 11)nN. Barra de escala:
160nm (A-B-D-F-G), y 64nm para (E).

Las zonas mas oscuras corresponderian al centro (core) de poliestireno, y las
zonas mas brillantes a la cascara (shell) de poliisopreno epoxidado. Esta estructura ya
se habia propuesto trabajos previos® pero es la primera vez que se visualiza. Si ahora
analizamos las imagenes adquiridas mediante PF-QNM para la muestra epoxi (10;
0.3), en la que los NTC no estan funcionalizados, se distinguen en el mapa de
adhesién estructuras alargadas tipo gusano en coexistencia con esferas. La diferencia
entre los paneles D y G es muy grande y resulta en una organizacién o no en
nanodominios.
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Fuerza de adhesiéon, médulo de Young y disipacion de la energia

Se analizé la influencia del contenido de copolimero y la presencia de
nanotubos de carbono funcionalizados en la adhesion de las muestras de epoxi. Para
ello se tomaron cientos de curvas de fuerza para las tres muestras: epoxi, epoxi(10) y
epoxi(23), y de cada una se determiné la fuerza de adhesién, es decir el minimo de la
cuerva de fuerza. En la Figura 5.9A se presentan los resultados que indicarian que la
fuerza de adhesién aumenta a medida que aumenta el contenido de copolimero de
blogue. Teniendo en cuenta que la punta del sensor de fuerza utilizado, esta
constituida por silicio, que es de naturaleza hidrofébica, el aumento en la fuerza de
adhesién corresponde a un aumento en la hidrofobicidad del material con el agregado
de mayor contenido de SIS85. Luego, partiendo de la muestra con 10% en masa de
copolimero, epoxi(10), se analizé cémo varia la fuerza de adhesién para un contenido
variable de nanotubos de carbono funcionalizados con poliestireno (NTC-PS). Se
observa (Figura 5.9.B) que conforme aumenta el contenido de NTC-PS, aumenta la
fuerza de adhesién, lo cual esta relacionado con el caracter hidrofébico de los NTCs.
Por Ultimo, se mantuvo la cantidad de NTC en 0,1% y se midio6 la fuerza de adhesién
para las muestras epoxi(10;0.1) y epoxi(23;0.1). En este caso se ve un fuerte aumento
del orden del 90 % al aumentar el contenido de copolimero de blogue. Dicho aumento
es significativamente superior al observado entre las muestras epoxi(70) y epoxi(23)
(58 % de aumento), y podria estar relacionado a un efecto sinérgico generado por
interacciones entre el copolimero de bloque y los nanotubos de carbono. De todas
formas, esta situacion no resulta evidente y seria necesario un estudio mas completo

que permitiera comprender este fenémeno.
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Figura 5.9. Fuerza de adhesion. (A) Adhesién de la resina epoxi respecto de diferente contenido de
copolimero de bloque. (B) Para la muestra que contiene 10% de copolimero de blogue se midié la fuerza
de adhesioén variando la cantidad de NTC-PS. (C) Comparacién de la fuerza de adhesién para distinta
cantidad de SIS85 manteniendo constante la proporcién de NTC-PS.

El Médulo de Young de los nanocompuestos, presenté una ligera reduccion
de (3,0 £ 0,5)GPa a (2,1 + 0,2)GPa por la incorporaciéon de 10% en peso de SIS
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epoxidado. En la Figura 5.10 se muestran los valores promedio de los moédulo de
Young calculados a partir de los mapas de elasticidad para la muestra epoxi(70) y sus
variantes presentando un contenido creciente de NTC-PS. No hubo ningun cambio
significativo en el médulo de Young debido a la incorporacion de NTC-PS (2,0 £ 0,2)
GPa.

Modulo de Young (GPa)

0 005 01 03
% de NTC-PS para Epoxi 10

Figura 5.10. Médulo de Young en funcion del contenido de nanotubos de carbono funcionalizados.
Valores promedio de médulo de Young obtenidos a partir del mapa de elasticidad medido con el modo de
operacion PF-QNM para las muestras epoxi(10), epoxi(10; 0,05), epoxi(10; 0,1), y epoxi(10; 0,3).

A partir del analisis de las curvas de fuerza se calcul6 la energia disipada. La
energia disipada por ciclo de interaccion se obtuvo a partir del area definida entre la
curva de aproximacioén y la de retraccién (capitulo 3). En la Figura 5.11 se presentan
los resultados de energia disipada por ciclo de interacciéon promedio para la resina
epoxi, la resina con 10% en peso de copolimero de bloque (SIS85), y distinta
proporcién de nanotubos de carbono funcionalizados con poliestireno (NTC-PS). La
resina epoxi presenté el menor valor de disipacién de energia, valor que aumenté
significativamente por la incorporacién de 10 % de copolimero de bloque.
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Figura 5.11. Energia disipada por ciclo de interaccion al variar la composicion del nanocompuesto.
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Los materiales compuestos conteniendo NTC presentaron mayor disipacion
de energia por ciclo de interaccién a mayor contenido de nanotubos de carbono
(barras en rojo). Por su parte, los materiales conteniendo NTC funcionalizados con PS
(barras en azul) presentaron mayor disipacién de energia a mayor contenido de NTC.
Si se comparan los valores de disipacion de energia entre sistemas con NTC y NTC-
PS, para un mismo porcentaje de carga, se aprecian diferencias significativas en todos
los casos, siendo mayor para NTC-PS. Estos resultados indicarian que la modificacién
simultdnea de una resina epoxi con nanodominios de copolimero de bloque vy
nanotubos de carbono funcionalizados conducen a un material con mayor disipacion
de energia, hasta seis veces superior respecto al material epoxi sin modificaciones,
por lo que el material tendria mayor tenacidad.

En resumen, el material nanocompuesto de base epoxi integrando copolimero
de bloque en un 10% en peso, y conteniendo 0.3% en peso de nanotubos de carbono
funcionalizados present6 una fuerza de adhesién de (2 + 0.2) nN, un mejoramiento de
hasta seis veces en la energia de disipacién con respecto al material epoxi solo, y un
médulo de Young alto (1.8 £ 0.2 GPa).

5.3. Mapeo cuantitativo de las propiedades mecanicas de bacterias expuestas a
iones y nanoparticulas de Ag

Las bacterias son células procariotas que se pueden clasificar segin la
composicion de su pared celular como Gram (+) y Gram (-). La pared de las bacterias
Gram (-) se compone de dos subcapas: la membrana citoplasmatica interna, que sirve
como la principal barrera a la permeabilidad, y la membrana externa. La pared celular
de las bacterias Gram (-) tiene un espesor entre 30 a 80 A. Las bacterias Gram (+) en
cambio, tienen una Unica membrana plasmatica, rodeada por una capa de
peptidoglicano que puede medir hasta 250A'". La funcién de la pared celular es
proporcionar una capa exterior protectora para la célula y evitar la rotura de la
membrana celular debida a la gran presién de turgencia osmoética causada por la alta
concentracion interna de osmolitos.

Por otra parte, cabe recordar que las bacterias pueden existir en la naturaleza
bajo dos formas o estados: bacterias plancténicas, de libre flotacién y suspendidas en
el fluido; y bacterias sésiles (formadoras de biofilms o biopeliculas), creciendo en
colonias de microorganismos adheridas a superficies sélidas. La mayoria de los

microorganismos existen en la naturaleza bajo la forma de biofilms o biopeliculas. Un
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biofilm se define como una comunidad microbiana sésil, caracterizada por células que
estdn adheridas irreversiblemente a un sustrato o interface, o unas con otras,
encerradas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han
producido, y que exhiben un fenotipo alterado en relacion con la tasa de crecimiento y
trascripcién génica. Las biopeliculas constituyen un modo protegido de crecimiento y
desarrollo que permite a los microorganismos sobrevivir en medios hostiles. La
presencia de biofilms en una gran diversidad de ambientes trae como consecuencia
una importante y variada cantidad de problemas relacionados tanto con la medicina
(infecciones), la industria en general (biocorrosion, pérdida de rendimiento), la industria
alimentaria en particular (contaminacion microbiana de alimentos), el biodeterioro de
patrimonios culturales, entre otros. Cabe aclarar también que los biofims estan
relacionados con procesos beneficiosos tales como la biolixiviacion y la

biorremediacion.

Se ha demostrado que las bacterias creciendo en biofilms son
significativamente mas resistentes a los agentes antimicrobianos que las bacterias
plancténicas. Este hecho hace necesaria la implementaciéon de nuevas estrategias
para la erradicacién eficiente de biopeliculas como asi también el estudio en
profundidad de los mecanismos involucrados durante la accién antibacteriana de
diversos agentes.

Efectos del tratamiento con iones y nanoparticulas de Ag en bacterias

Los iones de Ag han sido reportados como letales para una variedad de
especies microbianas, tanto bacterias Gram (+) como Gram (-), y son numerosas las
aplicaciones en los campos de la medicina clinica y de la vida diaria, que los definen
como un agente antibacteriano'. El estudio del efecto de los iones de Ag en la pared
celular bacteriana permitiria explicar algunos aspectos del mecanismo de accion de Ag
asi también como desarrollar mejores terapias antimicrobianas. La determinacién de
las propiedades mecanicas de la membrana de las bacterias in situ, sin ningun
tratamiento de inmovilizacién, ha sido un desafio desde hace mucho tiempo.

En este trabajo de Tesis se eligieron las bacterias Pseudomonas aeruginosas
(Gram (-)) y Staphylococcus aureus (Gram (+)) para estudiar el efecto de iones de
plata (Ag+) y nanoparticulas (NPs) de Ag sobre las propiedades mecanicas de la
membrana celular. Ademas, para los microorganismos Staphylococcus aureus se
analiz6 la accion del antibiético ampicilina, un antibiético que afecta en mayor medida
a las bacterias Gram (+) ya que interfiere en la sintesis de la pared celular durante la
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replicacién celular. Para alcanzar este objetivo se utilizd microscopia y espectroscopia
de fuerza. Mediante el uso del modo avanzado de AFM, PeakForce QNM, que nos
permitird el mapeo nanomecanico cuantitativo de las propiedades del material,
incluyendo el moédulo, la adhesién y la deformacion, mientras que simultdneamente se
adquiriran las imagenes topogréficas de la muestra con alta resolucion espacial'®. Las
muestras de los biofilms fueron preparadas en el INIFTA por la Dra. Carolina Diaz.

Staphylococcus qureus'. ' Pseu onas aeruginosas

Figura 5.12. Biofilms de bacterias por AFM. Imagenes de topografia de un biofiim de la bacteria
Staphylococcus aureus (Gram (+)) y de la bacteria Pseudomonas aeruginosas (Gram (-)).

En la Figura 5.12 se presentan imagenes de la topografia de biofilms de las
bacterias en estudio obtenidas por AFM en el modo de contacto y en solucién. Es
evidente la geometria y tamafo caracteristicos tanto de los cocos Gram (+) como de
los bacilos Gram (-). En la imagen de la izquierda perteneciente a las bacterias
Staphylococcus aureus, ademas, se muestra la informacion obtenida en simultaneo en
el canal de deflexion o sefal de error. Las células presentan variaciones en la escala
de color, tanto cocos como bacilos, o que indica que no son superficies lisas u
homogéneas, como se espera.

Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de las nanoparticulas de plata (NP de Ag) se basé en el trabajo de
Kitaev y colaboradores', y resulté en una dispersion con dos poblaciones de
nanoparticulas diferentes, nanoprismas de 60nm y 30nm. El tamano se determiné
mediante AFM en modo de contacto intermitente TM-AFM (Figura 5.13A). Por otro
lado, se realizé un espectro de absorbancia UV-visible donde la muestra presenté un
pico de absorbancia en 760nm, y se sigui6 en funcién del tiempo para ver la
estabilidad de la dispersion (Figura 5.13B). Es importante, ademas, que la estabilidad
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de la dispersion no esté comprometida cuando se utiliza medio de cultivo minimo para
el crecimiento de las bacterias. Para esto, se hizo una dilucién en medio minimo a la
mitad con respecto a la concentracién original de nanoparticulas [npAg] =1/2
[npAgliniciar (concentracion utilizada en los ensayos posteriores) y se compararon los
espectros (Figura 5.13C). Ambos controles presentaron la estabilidad deseada.
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Figura 5.13. Caracterizacion de las nanoparticulas. (A) Imagen de topografia obtenida por AFM de las
NP de Ag. (B) Espectros de los nanoprismas para diferentes tiempos. (C) Comparacién de los espectros
de absorcion en el rango UV-visible obtenidos para la solucién de nanoparticulas en agua y en medio
minimo. Los nanoprismas presentaron estabilidad en medio de cultivo y respecto al tiempo.

Formacion de biofilms sobre sustratos de vidrio y mediciones en AFM

Para formar el biofiim de bacterias se colocé una gota de bacterias en
suspension de medio nutritivo sobre un sustrato de vidrio durante 2h. Luego se
enjuagé con PBS para remover las bacterias que puedan haber estado débilmente
adheridas. Posteriormente, se incub6 el biofilm formado sobre vidrio en una solucién
conteniendo un medio minimo (glucosa, manitol y glicina) y los iones Ag+ (solucién de
AgNOS3, 1uM) a 32°C durante 2h. Para la preparacion de las muestras control, se
incubaron los sustratos de vidrio con biofilm en medio minimo a 32°C durante 2h en
ausencia de iones Ag+. Un tratamiento analogo se realizé con NPs de Ag. En el caso
de las bacterias tratadas con ampicilina se utilizé6 una concentracién de antibiético de
Sug/ml y el tiempo de incubacion fue 24h. Las mediciones preliminares para la
caracterizacion de las distintas muestras se hicieron en atmésfera de nitrégeno. Si
bien estos experimentos no tienen relevancia biolégica sirvieron para evaluar las
condiciones del ensayo; la adhesion de los diferentes microorganismos al vidrio; definir
la concentracion 6ptima de bacterias para observarlas individualmente; determinar la
constante elastica necesaria para elegir el sensor de fuerza adecuado para la
obtencion de los diferentes mapas de propiedades nanomecanicas. Una vez adquirida
la imagen, se selecciond una region de interés para el analisis de las curvas de fuerza

que permiten extraer las distintas propiedades mecanicas. Como se describe en el
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Capitulo 3, la fuerza de adhesién entre la punta y la muestra se obtiene del minimo de
la curva fuerza-distancia. El médulo de Young se calcula en base al modelo Derjaguin-
Muller-Toporov (DMT). La disipacion de energia de cada ciclo se calcula integrando el
area formada entre la curva de aproximacion y la de retraccion, y la deformacién
maxima se define como la penetraciéon de la punta en la superficie para la fuerza

maxima.
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Figura 5.14. Topografia y mapas para bacterias Staphylococcus aureus tratadas con Ag+. Las
mediciones se realizaron en atmésfera de nitrégeno. (A) Imagen de topografia de las bacterias sobre la
cual se seleccion6 una region de interés (en rojo). (B) Curvas de deflexion versus la distancia del piezo (z)
para la region seleccionada en A. (C) Histograma del médulo de Young DMT. (D-F) Canales del modo de
operacion PeakForce QNM: deformacion, Médulo DMT y adhesion, respectivamente. Barra = Altura (0,
400)nm, Deformacioén (0, 5) nm, Médulo DMT (0, 50)GPa, Adhesién (0, 40)nN. Tamafio de las imagenes =
Tum.

La Figura 5.14 ilustra la informacién que se obtuvo para la muestra de
Staphylococcus aureus tratada con Ag+, medicion realizada en atmésfera de nitrégeno
en el modo PF-QNM. El tratamiento de las células Staphylococcus aureus con el
antibiético ampicilina tiene un efecto drastico en la morfologia como se esperaba, y en
las propiedades mecanicas como es el médulo de Young. En la Figura 5.15 se
presentan imagenes de topografia y sus correspondientes mapas de elasticidad en
cocos tratados (B) y sin tratar (A) con el antibiético.
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Figura 5.15. Tratamiento con ampicilina de bacterias Staphylococcus aureus. Imagenes de altura y
mapa del médulo de Young DMT para Staphylococcus aureus, control (A) y tratadas con ampicilina (B).

Habiendo definido el tipo de sensores de fuerza y los pardmetros de
adquisicion de los datos, se continué con los experimentos en soluciéon con células
vivas, siempre usando el modo avanzado PF-QNM. Las mediciones se realizaron con
las muestras de bacterias Staphylococcus aureus y de Pseudomonas aeruginosas
control (bacterias sin Ag+ ni NPs de Ag), y con las muestras tratadas con iones Ag+ y
NPs de Ag. Para el analisis se consideraron los canales de topografia, deformacion y
elasticidad. En la Figura 5.16 se presentan las imagenes adquiridas con el modo PF-
QNM para el tratamiento del biofilm con iones de Ag+ y NPs de Ag. Junto con las
imagenes de elasticidad se muestra el histograma correspondiente, del cual se extrajo
el valor del médulo de Young (ver Tabla 5.2). Se observa una disminuciéon en la
elasticidad celular en respuesta a los tratamientos con Ag en comparacion a las
bacterias control. Es interesante comparar entre los distintos tipos de bacteria, donde
se encuentra que el valor medio del médulo de Young disminuye un 74% para P.
aureginosas tratadas con iones Ag con respecto al control. Para los cocos también hay

una disminucién del 45% para el tratamiento con iones Ag con respecto al control.

DMT Modulo Deformacién
Muestra Tratamiento Ntotal Media(MPa) SE Ntotal Media(nm) SE
P. aeruginosas Ctrl 12 6.8 1.5 12 26.1 1.7
P. aeruginosas Ag* 26 1.8 0.2 26 39.0 1.4
S. aureus Ctrl 14 5.4 0.7 15 8.2 1.6
S. aureus Ag* 9 3.0 0.5 7 7.0 1.6

Tabla 5.2. Médulo DMT y Deformacion para las bacterias tratadas con plata. Estos valores se
obtuvieron a partir de los histogramas de las imagenes de Médulo DMT y de Deformacion.

Se conoce que las paredes de las bacterias Gram (+) unen facilmente iones, y
la descripcion del mecanismo es un tema de gran interés. Las propiedades mecanicas
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de la pared de las bacterias estan influenciadas por el grado de hidratacion y por la
presencia de medio de crecimiento residual’®, por lo que para comparar los resultados
con valores publicados es importante analizar las condiciones de los experimentos.
Los valores promedio del modulo de Young para Staphylococcus aureus concuerdan
con el rango de valores publicados en la literatura teniendo en cuenta la medicién en
células vivas con AFM y usando el modelo de Hertz, entre 1.8MPa a 95MPa'®. No hay
en la literatura mediciones con AFM para Pseudomonas aeruginosas pero si para
Escherichia coli, que también es un bacilo Gram (-). El rango en el médulo de Young
informado va de 0.12MPa a 200MPa'’.

Altura Deformacion Médulo DMT

A
Control
B
250nm
C
Control
D

fum

Figura 5.16. Topografia y mapas obtenidos para las distintas bacterias con el modo PF-QNM. (A)
Altura, Deformacién y Médulo de Young en PBS de Staphylococcus aereus para el control, y (B) para el
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tratamiento con Ag+. (C) Canales de PF-QNM para Pseudomonas aeruginosas como control, y en (D)
tratadas con Ag+. Curva de fuerza en funcién del desplazamiento del piezo del punto marcado (+) y en
azul el histograma del Médulo DMT de cada regién seleccionada.

Al tratar las bacterias con NPs de Ag se observd que la densidad de células
adheridas al vidrio es mas baja. En la Figura 5.17 se muestra imagen de la topografia
y los mapas de deformacién y moédulo de Young para Pseudomonas aeruginosas
tratadas con las NPs de Ag. Para poner en evidencia la presencia de las NPs se puso
en perspectiva la imagen de topografia. Debido a la diferencia en tamafio entre las
NPs y la célula, se observa que las bacterias saturan en altura la escala de colores. De
esta manera se distinguen las NPs sobre el sustrato de vidrio sin dificultad. El tamafio
de las NPs coincide con los valores esperados, 30nm y 60nm. A nivel de la bacteria,
se selecciond una region y se tomaron en simultdneo la imagen de topografia y los
mapas de moédulo de Young, de deformacion, y de adhesién como se ve en la Figura
5.17B-C. Es evidente la presencia de NPs sobre la superficie bacteriana cuya
distribucion no es homogénea.

Pseudomonas

Altura Deformacioén Médulo DMT

Figura 5.17. Bacterias tratadas con nanoparticulas de plata. (A) Visualizacién 3D de la topografia de
Pseudomonas aeruginosas tratadas con NPs de Ag. Ampliacion de la imagen de las NPs de Ag presentes
en el sustrato. El perfil de la imagen de altura muestra dos tamafos de NPs, 30nm y 60nm. (B) Region
seleccionada sobre la bacteria en los canales de Altura, Deformacion y Médulo, respectivamente. (C)
Mapa de Adhesién de la bacteria y el sustrato de vidrio. Detalle del mapa en una regién del vidrio donde
se ven las NPs (recuadro rojo), y de una regién sobre la bacteria (recuadro en azul). Barra de escala: 100
nm.
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El valor promedio del médulo de Young varia en las distintas regiones de la
superficie bacteriana analizada, de (2.4 + 0.7)MPa a (9.2 = 2.8)MPa, que se acompana
con una disminucién en los valores de deformacion. Para las bacterias Gram (+), es
decir para Staphylococcus aureus tratadas con NPs de Ag no se pudieron obtener los
mapas de las propiedades mecanicas en las condiciones experimentales que
probamos. No hay informados, en nuestro conocimiento, tratamientos con iones o
nanoparticulas de Ag para Staphylococcus aureus'y Pseudomonas aeruginosas.

5.4. Conclusiones

La implementacion de la técnica avanzada de espectroscopia de fuerza (Peak
Force QNM) en las muestras de complejidad creciente: los sustratos poliméricos
termo-responsivos, los sistemas nanoestructurados de copolimeros de bloque
reforzados con nanotubos, y biofilms de bacterias; resulté de gran importancia en el
marco de esta Tesis para abordar el estudio de propiedades mecanicas tanto de las
células vivas como de los sustratos deformables desarrollados para su cultivo
(Capitulo 8).
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6. Dinamica molecular de las adhesiones focales en equilibrio

mecanico: sustrato no deformable

Los experimentos de este trabajo de Tesis se realizaron en la linea celular
HC11, células de epitelio mamario de ratén. Las células fueron cultivadas sobre
distintos sustratos modificados con fibronectina: cubreobjetos de vidrio (en el presente
capitulo), membranas de silicona (capitulo 7) geles de poliacrilamida (capitulo 8). En
este capitulo se evaluara la expresion y distribucién de proteinas componentes de las
adhesiones focales, asi también como su dinamica mediante la determinacion de los
parametros cinéticos/dinamicos moleculares que definirdn la base para los

experimentos en los capitulos siguientes.

6.1 Expresion y visualizacion de las proteinas de las adhesiones focales en
células HC11

Para la transfeccion de los distintos plasmidos de fusién correspondientes a las
proteinas adhesivas en estudio utilizamos lipofectamina. La observacién de la
expresion de las proteinas fluorescentes en células vivas y las mediciones se hicieron
en un microscopio confocal de la firma Olympus, modelo FV1000 espectral que esta
equipado con una platina motorizada y cuenta con una camara ambiental para la

observacion de células vivas.

La expresién individual o de pares de las distintas construcciones se evalué por
microscopia confocal. En la Figura 6.1 se presenta un resumen de imagenes
confocales de células HC11 co-transfectadas para diferentes pares de proteinas:
paxilina-mCherry + B3 integrina-EGFP; paxilina-mCherry + vinculina- EGFP; lifeact-
mCherry + paxilina-EGFP; paxilina-mCherry + FAK- EGFP, y paxilina-mCherry +
zixina-EGFP. Es evidente la localizacién de las proteinas constitutivas de la adhesién
focal como B3 integrina, paxilina, vinculina, zixina en regiones alargadas distribuidas
principalmente en la periferia de las células HC11. También observamos claramente la
organizacion de las fibras de actina con el marcador Lifeact, un péptido de 17 residuos
aminoacidicos que deriva de una proteina encontrada en levaduras y permite
visualizar actina en células vivas. Es interesante ver el recorrido de los filamentos de
actina que se extienden a través del citoplasma, y en la periferia de la célula los

extremos co-localizan con paxilina, por ejemplo.
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Paxilina-mCherry + Beta3- integrina-EGFP

Paxilina-mCherry + Vinculina-EGFP

Paxilina-mCherry + FAK-EGFP

Paxilina-mCherry + Zixina-EGFP
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Figura 6.1- Expresion de proteinas de adhesion focal en células HC11. Imégenes confocales
obtenidas en el microscopio FV1000 espectral con una lente objetivo de inmersién en aceite 60X y
apertura numérica 1.35. En la columna de la izquierda se presenta la célula observada con las regiones
de interés seleccionadas y amplificadas en las siguientes columnas (superposicién de canales, canal rojo
y canal verde).

6.2 Cinética de disociacion de la proteina zixina mediante la recuperacion de la

fluorescencia tras el fotoblanqueo (FRAP)

Uno de los objetivos de esta Tesis es evaluar como las fuerzas mecanicas afectan
la union y disociacién de las proteinas componentes del adhesoma, por lo que
modularian la composicién, la arquitectura molecular y, eventualmente, su funcion. El
primer paso en la descripcion de este objetivo es determinar la cinética molecular de la
proteina zixina en las células HC11 cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio
modificados con fibronectina mediante FRAP'. La proteina zixina, como mencioné
anteriormente, es una de las proteinas que se consideran mecanosensoras dentro del
adhesoma. Analizaremos los parametros cinéticos moleculares con y sin el tratamiento
de las células con un inhibidor de las fuerzas generadas a nivel del citoesqueleto
(inhibidor Y-27632 de la enzima Rho-quinasa). Estos estudios se extenderan en los
siguientes capitulos a estimulos mecanicos externos basados en el cultivo de las
células sobre membranas de silicona (capitulo 7) y en geles de poliacrilamida (capitulo
8).

6.2.1 Implementacion del experimento de FRAP

La técnica FRAP consiste en fotoblanquear una region pequena dentro de una
AF y luego adquirir imagenes para monitorear la recuperaciéon de la intensidad de la
fluorescencia en la region fotoblanqueada. El analisis de la curva de recuperacién de
la fluorescencia en funcién del tiempo permite obtener parametros cinéticos de la
proteina en estudio, mediante el ajuste con el modelo para las AF (descripto
previamente en la secciéon 3.2), la constante cinética de disociacion (k.x) y la fraccion
movil (m). El ajuste se realizé mediante una rutina desarrollada en Matlab.

Los experimentos de FRAP se realizaron en células HC11 vivas cultivadas
sobre cubreobjetos, recubiertos con FN, y transfectadas con zixina-EGFP en el
microscopio confocal FV1000 a 37°C. Se utilizé la linea 488 del laser de Argdn, el
rango de adquisicion fue [500-600jnm y la apertura confocal de 120um. La lente
objetivo 63X con una apertura numérica de 1.2 disefiada para inmersién en agua y con

collar ajustado por el espesor del cubreobjetos en 0.17mm. Para adquirir las imagenes
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se utilizé la herramienta Time Controller, del programa FluoView, que permite
automatizar la medicién configurando los pasos del experimento (Figura 6.2). Con el
fin de cuantificar la intensidad de fluorescencia inicial (Ipzz) se adquirieron 5-10
imagenes antes de fotoblanquear la zona de la AF elegida. Luego se seleccion6 la
region de interés (ROI) para hacer el experimento de FRAP, y se procedié a
fotoblanquear la ROI aplicando un pulso con la linea 488nm del laser de Argén, a
100% de potencia y 200ms de duracién. El pulso deberia durar el tiempo suficiente
para blanquear el fluor6foro en > 90 %, pero se necesita ademas que sea lo
suficientemente corto con respecto a los tiempos del proceso estudiado. Una manera
de corroborar que la intensidad ha disminuido lo suficiente es compararla con la
intensidad presente en el citoplasma. Por ultimo, se adquirieron imagenes para seguir
la evolucion de la recuperacién. La recuperacion se detecté adquiriendo dos series de
imagenes sucesivas de la ROI: la primera se realizd con un tiempo de adquisicién mas
corto, 30 imagenes cada 3 segundos, mientras que la segunda se adquirié con un
intervalo temporal mayor, 50 imagenes cada 5 segundos, ya que se espera la
estabilizacién de la sefal. Las potencias utilizadas estuvieron entre (0.1-0.3)%.

fotoblanqueo

IIIII‘ 1111] [TTATEREL
pre- post - tiempo

Figura 6.2. Protocolo del experimento de FRAP. Imagen confocal de células HC11 expresando la
proteina zixina-EGFP. Barra de escala = 10 pm. Se selecciona un area de la célula con adhesiones
focales donde se realizara la medicién de FRAP (recuadro rojo). El protocolo consiste en adquirir varias
imagenes antes del fotoblanqueo (pre-fotoblanqueo), luego se elige una region de interés (ROI) cuyo
tamano es menor a una de las AFs y se aplica un pulso con la linea 488nm del laser de Argén (100% de
potencia y 200ms de duracion) (fotoblanqueo). A continuacién se adquieren imagenes sucesivas de la
ROI en funcién del tiempo (post-fotoblanqueo) hasta llegar al estado estacionario. En el panel inferior se
presenta una secuencia temporal de imagenes obtenidas con el protocolo de FRAP para la proteina
zixina-EGFP. La flecha roja indica la ROI fotoblanqueda en la AF seleccionada, regién en la que en
imagenes sucesivas posteriores al fotoblanqueo se observa un incremento en la intensidad de la

fluorescencia.
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La intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo (I(r)) se debe corregir
considerando la intensidad de la sefial de fondo o background (I;..,), para esto se
mide la senal de una regién fuera de la célula, y este valor se resta a todas las
imagenes de FRAP. Por otra parte, colectar imagenes sucesivas genera que los
fluoréforos sufran fotoblanqueo por adquisicion. Para corregirlo se selecciona una AF
control, diferente a la AF donde se realiza el fotoblanqueo para FRAP, y se registra la
evolucion de la sefial que varia debido al fotoblanqueo por adquisicion (I.ou..;). Luego
se modifica la sefal a analizar dividiendo por la intensidad de la AF control Ec. 6.1 con
la correspondiente correccién debida a la intensidad de fondo,

I(t) - Ifanda

(Ec. 6.1)
1 control (t) -1 fondo

Lipap(1) =

de esta forma se considera el fotoblanqueo por adquisicion.

Las imagenes elegidas para el analisis quedan sujetas a estas correcciones, ya
que deben contener varias AFs y una zona sin células para poder medir la sefal de
fondo.

De esta manera se utiliza la intensidad de FRAP corregida para calcular la

curva de recuperacion

I(t)-1,

F(t)= (Ec. 6.2)

pre 0

Para monitorear la recuperacion se deben alinear las imagenes, para esto se
empled el plugin Template Matching del programa Fiji, usando el método Normalized
cross correlation. Esta herramienta solicita seleccionar la regiéon de interés, en este
caso la ROI, para calcular en cada pixel el coeficiente de correlacién cruzada
normalizada (NCCC) respecto de los pixeles de las diferentes imagenes de la
secuencia adquirida. Si la intensidad de los pixeles coincide, la correlaciéon cruzada
normalizada asigna un valor +1, si la imagen es el negativo -1, mientras que para
pixeles diferentes da 0. De esta forma se construye una plantilla de la region de interés
que luego se utilizara para buscar sobre las imagenes que se desean alinear los
objetos que coinciden con la plantilla.
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El andlisis de las imagenes se realizé6 mediante una rutina desarrollada en
Matlab, que por un lado calcula la curva de recuperacién considerando las
correcciones de la intensidad de fluorescencia, y por otro realiza el ajuste de las
curvas de recuperacion por el modelo de Lele (Ec. 3.16) obteniendo los valores
biolégicos relevantes, k. y m. A partir de la constante de velocidad se calcularon el
tiempo medio t,=- In(0.5) / ko, y €l tiempo de residencia como 1/k.

6.2.2 Determinacion de la constante de disociacion de la proteina zixina en
células HC11

La Figura 6.3.A presenta una célula HC11 expresando en las adhesiones
focales zixina-EGFP en la periferia de la células. El recuadro rojo indica el conjunto de
AFs donde se realizd el experimento de FRAP. Las regiones de interés, es decir los
ROls seleccionados se destacan en la Figura 6.3.B: ROI para el experimento (1), y
para hacer las correcciones de la intensidad, ROl en la AF control (2), en el citoplasma
(4) y la zona exterior a la célula o fondo (3). También se realizé un mapa de intensidad
de fluorescencia promedio del area de la célula seleccionada para todo el experimento
(Figura 6.2.C). La evolucion de la intensidad de fluorescencia para cada una de las
regiones mencionadas (1-4) se muestran en el panel D. Se observa la caida abrupta
en la intensidad de la fluorescencia como consecuencia del fotoblanqueo en la ROI 1
(curva roja), valor que cae en un 95% con respecto a la intensidad basal medida en el
citoplasma. A continuacion de esta caida, se ve un aumento gradual de la intensidad
de la fluorescencia. Para evaluar cuantitativamente la recuperacién de la sefial, se
construy6 la curva de recuperacion empleando la ecuacion 6.2, y se realizo el ajuste
para obtener los parametros k.« y m. (Figura 6.3.E). FRAP es fuertemente dependiente
de los modelos usados para ajustar datos experimentales. En este caso se asumié
que la recuperacién de la fluorescencia esta dominada por la reacciéon de disociacion
de la proteina a la adhesion focal o que la difusion de las proteinas libres (no
asociadas a la adhesioén focal) es despreciable. Esta hipotesis de trabajo es razonable
teniendo en cuenta que el area del fotoblanqueo es pequefa. En efecto, se corroboré
experimentalmente que la recuperacién de las proteinas de adhesion focal en el
citoplasma es despreciable.
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Figura 6.3. Experimento representativo de FRAP. (A) Imagen confocal de fluorescencia de una célula
HC11 transfectada y expresando zixina-EGFP (512x512 pixeles, 20us/pixel). Barra de escala = 10 um. (B)
Ampliacién de la zona seleccionada, en azul se marcan las regiones utilizadas para las correcciones de la
fluorescencia: ROI 1 para FRAP, ROI 2 como control, ROI 3 para fondo y ROI 4 en citoplasma. (C) Mapa
de la intensidad promedio. (D) Intensidad de fluorescencia en funcién el tiempo para las diferentes
regiones de interés consideradas. (E) Curva de recuperacion de la intensidad de la fluorescencia
normalizada (negro) junto al ajuste (rojo). Los pardmetros hallados son: m=0.4240.03 y kor =
(0.015+0.003)s™.

El analisis de 12 adhesiones focales correspondientes a 8 células da un valor
promedio de m=0.41+0.04 y k.#= (0.0161+0.001)s™ para la proteina zixina en células
HC11 cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio recubiertos con fibronectina. Para
evaluar si los pardmetros cinéticos obtenidos son mecano-dependientes en esta linea
celular, se realizd un tratamiento quimico con el inhibidor Y-27632, el cual disipa la
tension del citoesqueleto®.

En una serie de experimentos siguiente en células cultivadas sobre vidrio
modificado por fibronectina, que expresan la proteina quimera zixina-EGFP, se hizo la
medicion de recuperacion de la intensidad de la fluorescencia tras el fotoblanqueo en
ausencia del inhibidor (tiempo cero). Luego se aplicé el tratamiento con Y-27632, a
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una concentracién 10uM y se realizaron los experimentos de FRAP a 3 y a 14
minutos. Para poder adquirir curvas de recuperacién con este intervalo temporal fue
indispensable elegir un area de la célula con por lo menos 4 AFs vecinas dentro del
area de observacion. Un ejemplo de los resultados se resume en la Figura 6.4. En el
panel A se observa la imagen confocal de la célula HC11 elegida, a la cual se le aplicé
el tratamiento y luego se realizaron los experimentos de FRAP en la regién
seleccionada (B). En el panel D se comparan las curvas de recuperacion
normalizadas, para el instante t=0min (previo al tratamiento, curva negra) y para los
tiempos 3min y 14min (curvas roja y azul, respectivamente) luego de aplicar el
inhibidor, junto con los ajustes correspondientes. Las curvas presentan un cambio en
su curvatura describiendo una recuperacion mas veloz para tiempos de exposicion

mayores.
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Figura 6.4. Experimentos de FRAP siguiendo al tratamiento con Y-27632. (A) Imagen de
fluorescencia de una célula HC11 transfectada con zixina-EGFP. El recuadro rojo indica la regién donde
se eligieron las AF para el experimento de FRAP. (B) Imagen de fluorescencia luego del fotoblanqueo
donde se indican las regiones utilizadas en el analisis; 1) AF seleccionada para realizar el FRAP, 2) AF
control, 3) regién elegida para estimar el fondo o background, y 4) zona en el citoplasma. (C) Imagen
promedio de la secuencia completa de FRAP. (D) Curvas de recuperacion de la fluorescencia de la zixina
sin inhibidor (control, negro) y para células tratadas con Y-27632 para 3min (rojo) y 14min (azul) de
exposicion, junto con el ajuste correspondiente al modelo de FRAP utilizado para las AFs. (E, F) Valores
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promedios de ko y men funcién del tiempo de exposicion al Y-27632 (las barras de error indican el SEM)
(N=6, N=3, N=2; para los tiempos 0, 3 y 14 min). Test de Mann-Whitney *p=0.012 respecto del t=0.

Repitiendo el experimento para distintas células se confeccioné el promedio de
los parametros en funcién del tiempo de exposicion al inhibidor (Figura 6.4, paneles E
y F). El resultado general fue un aumento de la constante de disociaciéon de la zixina a
la AF donde se ve una variacion significativa entre el valor hallado a los 14min de
exposicion respecto de la configuracién inicial, mientras que el valor de la fraccién
mévil permanecié constante. Las células tratadas presentaron una rapida recuperacion
de la fluorescencia en la region fotoblanqueada con respecto a las células que no

fueron tratadas con el inhibidor.

ti2(s) Kogr (1/5) m tr(s) tipo celular
control Y27632 control Y27632 control Y27632 control Y27632
células de
7.09 £ 3.75 % 0.10 £ 10.00 + :
0.43 0.42 0.01 R B : 110 : el
capilar
0.50 0.80 0.72 0.75 0.95 0.72 - - células Hela*
células
7 - - - 0.8 - - - fibroblastos
embrionarios
0.35 + *células
- 0.03 0.18 +0.01 - - - o Hela®
43.32 28.79 + 0.016 0.024 + 0.41 £ 0.51 ¢ 62.50 41.54 células
2.71 6.88 0.003 0.006 0.04 0.09 3.91 9.92 HC11

Tabla 6.1. Parametros cinéticos medidos para zixina usando FRAP. En la Ultima fila de la tabla se
presentan los valores obtenidos en este trabajo de Tesis (lltima fila) y se comparan con los encontrados
en la literatura para ti2, Ko, t- y m en distintas lineas celulares. * En el experimento utilizaron el reactivo
blebbistatina que interfiere con la actividad ATPasa de la miosina ll-actina dependiente.

Los tiempos de recuperaciéon rapida encontrados, en valores menores al
minuto, estan en un orden de magnitud menor a lo que necesitan las adhesiones
focales para desensamblarse en respuesta a quimicos que afectan el citoesqueleto
(15 a 30 minutos). Nuestros resultados indican que cuando inducimos quimicamente
el estado de relajacion del citoesqueleto con el inhibidor Y-27632, la recuperacion de
la fluorescencia es mas rapida en la ROI fotoblanqueda en relacién a las células
control. El valor promedio del k. para zixina aumenta cerca de 1.5 veces con el
tratamiento quimico, mientras que la fraccion moévil aumenta 1.2 veces. Para el
tratamiento con el inhibidor Y-27632 y la proteina zixina, encontramos en la literatura
que los valores para k,y aumentan en presencia del inhibidor, y son de un orden de
magnitud mayores para distintos tipos celulares en experimentos realizados en
diferentes laboratorios. Es interesante observar que cuando se utiliza otra droga que

87



6. Dinamica molecular de las adhesiones focales en equilibrio mecanico: sustrato no deformable

reduce la tensiéon del citoesqueleto como es la blebbistatina, el efecto sobre la
constante de disociacién para zixina es opuesto y el valor se reduce en células HelLa®.

Con esta serie de experimentos encontramos que la proteina adhesiva zixina
en la linea HC11 es capaz de sensar y responder a fuerzas mecanicas. Al alterar la
tension en el citoesqueleto, la velocidad a la cual la proteina zixina se disocia de las
adhesiones focales aumenta. En los siguientes capitulos evaluaremos si efectos
similares sobre las constantes de disociacién de la proteina zixina podrian ser
disparados por senales/estimulos externos. En esta direccién es que cultivaremos las
células HC11 sobre sustratos deformables como membranas de silicona (capitulo 7) y
geles de poliacrilamida (capitulo 8), en ambos casos recubiertos con la proteina de
matriz extracelular, fibronectina.

6.3 Coeficientes de difusion efectivos de las proteinas de las adhesiones focales
en células vivas por espectroscopia de correlacion de fluorescencia

Aplicando la técnica de FCS en células vivas cultivadas sobre cubreobjetos de
vidrio modificado con fibronectina, se analizaron los coeficientes de difusion de
diferentes proteinas de las AFs. Se estudio la interaccion de los pares de proteinas de
la adhesion focal EGFP-vinculina/mCherry-Paxilina y EGFP-FAK/mCherry-Paxilina
mediante FCCS.

6.3.1 Implementacion del experimento de FCS

El procedimiento para construir una curva de auto-correlacién consiste en medir
la intensidad de fluorescencia para un punto, en este caso dentro de una AF, en
funcion del tiempo. Calcular las fluctuaciones de la fluorescencia, J0F(r)=F(1)-(F), y
finalmente la funcién de auto-correlacion definida por la siguiente ecuacién definida en
el capitulo 3 (Ec. 3.2)

OF (1) OF (t +7)
G“):<<F(,)>2>’ (Ec. 6.3)

Luego para obtener los parametros de interés, como ser el coeficiente de
difusién, es necesario aplicar el ajuste de un modelo que describa el comportamiento
medido. En la Figura 6.5 se ejemplifica un experimento de point FCS, para una célula
transfectada con zixina-EGFP, donde el modelo empleado fue el de una componente
(Ec. 3.19 del capitulo 3).
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Figura 6.5: Experimento representativo de FCS. (A) Imagen confocal de una célula HC11 expresando
Zixina-EGFP. (B) Seleccion de la AF. (C) Fluctuaciones de la fluorescencia en funcién del tiempo para un
punto en la AF. (D) Funcién de auto-correlacion para zixina-GFP de una AF (negro), y su ajuste (curva
roja) por el modelo de una componente Ec. 3.19 del capitulo 3.

Para estimar coeficientes de difusién a partir del analisis de FCS es necesario
conocer los parametros geométricos del volumen de deteccion confocal. Para ello se
debe realizar una calibracién que consiste en realizar un experimento de point FCS
de difusion libre con una muestra de coeficiente de difusion (D) conocido. Al trabajar
con una sustancia de la cual se conoce su coeficiente de difusion se pueden hallar las
cinturas radial y axial (o, y o,, respectivamente) para calcular el volumen de deteccion.

La calibracion se realizd con una solucion de fluoresceina (FITC) cuya
concentracion y coeficiente de difusiébn eran conocidos. Se eligié trabajar con la
fluoresceina debido a que posee un espectro de fluorescencia similar al de la proteina
fluorescente GFP que se empled para hacer la transfeccion.

El procedimiento experimental de la calibracion consiste en colocar una gota de
aproximadamente 50pul de una solucién 100nM de fluoresceina en borato de sodio, pH
8,8, sobre un cubreobjeto y luego se coloca en el microscopio confocal espectral
FV1000, empleando un objetivo 60x AN 1,35 inmersién en aceite (UPlanSapo). Si bien
los detectores son fotomultiplicadores, el sistema cuenta con un modo para pseudo
contar fotones que es el utilizado en esta serie de experimentos. Se empleé la linea
488 del laser de Argén para excitar la muestra y se recolectd la fluorescencia en el
rango de [500-540]nm. La apertura confocal empleada fue 115um. En estas
condiciones se realizaron experimentos de pointFCS, colectando la senal de
fluorescencia en un punto fijo a unos 20um del cubreobjetos, a una frecuencia de
50kHz durante aproximadamente 160s. Finalmente se determinaron los parametros

geomeétricos del volumen de deteccién, o, y o,, mediante el ajuste de la curva de auto-
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correlacién por el modelo de difusién libre (Ec. 3.18 del capitulo 3) fijando el
coeficiente de difusion de la fluoresceina en D= 300um?/s. Estos ajustes de realizaron
utilizando el software SimFCS (Laboratory of Fluorescence Dynamics, University of
California, Irvine, CA). La calibracion se realizé antes de cada medicion, los valores
obtenidos estuvieron alrededor de ®,~250nmy ®,~1.25um.

6.3.2. Determinacion de la dinamica de distintas proteinas de adhesion focal

Se realizaron experimentos de pointFCS en células HC11 que expresaban la
proteina quimera vinculina-EGFP. Como se vio anteriormente, la proteina vinculina se
localiza mayoritariamente en las adhesiones focales, pero también se encuentra
difundiendo en el citoplasma. Se realizaron experimentos de point FCS seleccionando
regiones tanto en AF como en citoplasma. Para cada regiéon se realizaron 5
experimentos, para cada uno se confecciond la curva de auto-correlaciéon y luego se
promediaron, obteniendo la curva de auto-correlacién promedio tanto para citoplasma
como para AF. Estas curvas fueron ajustadas por modelos de una o de dos
componentes (Ec.3.19, capitulo3). En los graficos de la Figura 6.6 se muestran las
curvas de auto-correlacién promedio junto con los diferentes ajustes y sus
correspondientes residuos. El calculo de las auto-correlaciones promedios y los
ajustes de las mismas se realizaron con una rutina escrita en Matlab. Los valores de
los ajustes se encuentran en la Tabla 6.2.

Como se observa en la Figura 6.6, los datos de auto-correlacion
correspondientes a la regién del citoplasma, no se ajustan bien por un modelo de una
componente difusiva, esto podria indicar que la proteina vinculina esta sujeta a mas de
un proceso dinamico. El ajuste de dos componentes, indicaria la presencia de al
menos dos tiempos caracteristicos, uno mas rapido asociado a un coeficiente de
difusion de D=44um?s que podria corresponder a la difusion de la proteina (libre o en
complejos) en el citoplasma, y otro méas lento (D=4um?/s) que se podria relacionar con
procesos de asociacion y disociacién de la vinculina a la AF. El ajuste de la curva de
auto-correlacion asociada a regiones de la AF, por los modelos de una y de dos
componentes, resultdé similar. En la Tabla 6.2 se pueden comparar el valor del
coeficiente D obtenido del ajuste de una componente (D = 18.8um?s) con la
componente rapida del ajuste de dos componentes (D = 16um?s) donde las

diferencias estan contempladas en el rango de error.

90



6. Dinamica molecular de las adhesiones focales en equilibrio mecanico: sustrato no deformable

O/

Auto-correlacion
o

Citoplasma

1 \irodinaCitg
—— Awste2C

Asse 1C

D 00004

R

siduo
28

1ES

0.005

0.004+

0.008

0.002

Auto-correlacién

®vincdina
—— Auste 20
Auste 1G

T T T
1E4 1E3 < 0.01 0.1

Figura 6.6: Curvas de auto-correlacion promedio para vinculina-EGFP expresadas en células HC11.

Curvas obtenidas de experimentos de pointFCS realizadas en el citoplasma (A) y en la AF (B). En linea

continua roja se muestra el ajuste de los datos mediante un modelo de dos componentes, y en verde el

ajuste por un componente. Los residuos correspondientes a cada ajuste se muestran en el panel inferior

siguiendo el mismo cédigo de colores.

Vinculina
Citoplasma
AF
Citoplasma
AF

D1, um?/s

N

D) 12.8 2.
5 16.06 £0.97
5

5

44 +13

18.8 £ 2.

Go1
3 0.00622 + 0.00030
0.00460 =+ 0.00008
0.00385 * 0.00058
1 0.00447 = 0.00015

D2, um?/s Go2

41+1.2 0.00324 = 0.00064
0.21 £0.63 0.00066 * 0.00091

Tabla 6.2. Resultados de experimentos de pointFCS para vinculina. Parametros obtenidos del ajuste
del modelo de una y de dos componentes para la auto-correlacién promedio de vinculina medida en el

citoplasmay en la AF.

Los experimentos de pointFCS se extendieron a otras proteinas componentes

de las AFs. La Figura 6.7 muestra las curvas promedio para paxilina, FAK, zixina y

vinculina. Se utilizaron los modelos de una y de dos componentes para ajustar los

datos experimentales. Los parametros obtenidos para las diferentes proteinas de la AF

se presentan en la Tabla 6.3.

91



6. Dinamica molecular de las adhesiones focales en equilibrio mecanico: sustrato no deformable

00014+ .
000i2{ m an|I|na L] pt_awllra oot
" [ ] ——PjLStBZC
00107 Auste 1G
c < 00034
9 000081 ©
8 8
‘© 0.00061 © 000
£ £
8 oo 8
o) S 0001
S oo 5
< <
0.0000 00004
-0.0002-
T -0001 . . . :
15 1E4 B3 T 001 01 1E5 1E4 B 001 01
o 0002 S 000065+
3 3
% 00000 20,0000
& o
-0.002 -0.0005
T T T T
185 1E4 L= 001 01 185 1E4 s 1 oot 01
000251 zixina ' Zxna ws) . vinculina . vioira
0.0020 LI B _‘_A]LStGZC 0004 _‘_pj.LSBZC
s Auste 1G
20,0015
8
©
£ 00010
I}
Q@
2 0.0005
3
<
0.0000-
-0.0006 . . . .
165 1E4 1E3 001 04
o 0.0004
=)
kel
‘@ 0.0000
&
-0.0004
-0.0008 Y

1E5 1E4 1E3 T 0.01 01 1E5 1E4 B3 001 01

Figura 6.7: Curvas de auto-correlacion promedio para diferentes proteinas en la AF en células
HC11. (A) paxilina-EGFP, (B) FAK-EGFP, (C) zixina-EGFP, y (D) vinculina-EGFP. En linea continua roja
se muestra el ajuste de los datos mediante un modelo de dos componentes, y en verde el ajuste por un
componente. Los residuos correspondientes a cada ajuste se muestran en el panel inferior siguiendo el

mismo cédigo de colores.

GFP N D1, um?/s Go1 D2, um?/s Go2
Vinculina—AF 5  16.06 £0.97 0.00460 + 0.00008 - -
FAK — AF 6  956+0.76 0.00390 + 0.00008 - -
Paxilina— AF 10 11.7+1.1 0.001085 + 0.000026 - -
Zixina - AF 8  825+0.76 0.00195 + 0.00005 - -
Vinculina-AF 5 18.8+ 2.1 0.00447 + 0.00015 0.21+0.63  0.00066 + 0.00091
FAK — AF 6 12.9+4.1 0.00362 + 0.00040 0.19+0.87 0.0011 + 0.0023
Paxilina— AF 10  13.0+24 0.001057 +0.000068  0.17+1.30  0.00013 + 0.00051
Zixina — AF 8 11.1+23 0.00181+ 0.00014 0.26+0.63  0.00041 + 0.00025
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Tabla 6.3. Resultados de los experimentos de pointFCS. Parametros de ajuste de los datos
experimentales obtenidos para las diferentes proteinas de la AF, utilizando modelos de una y de dos
componentes.

Para todas las proteinas estudiadas en regiones de las adhesiones focales se
observa un buen ajuste del modelo de una componente. Al extender el modelo a dos
componentes se encuentra que los valores de la componente rapida coinciden con los
del modelo de una componente. Esta componente més rapida podria corresponder a
la difusién de las proteinas no-asociadas a la AF, mientras que la componente mas
lenta (columna 5, Tabla 6.3) con D < 1 um?s podria estar asociado a procesos de

unién y disociacién de la proteina a la adhesion focal.

6.3.3 Interaccion entre proteinas de adhesiones focales

La técnica de Espectroscopia de Correlacion Cruzada de la Fluorescencia’
(FCCS) permite estudiar la interaccion de diferentes moléculas que se encuentran
marcadas con distintos fluoréforos. En este método se adquieren simultdneamente las
sefales provenientes de los fluoréforos que etiquetan a cada proteina en dos canales
independientes. Al calcular la correlacién cruzada (Ec. 3.20, capitulo 3) se detecta
solamente la sefal de las moléculas que interaccionan entre si. Mediante el analisis de
la amplitud y el tiempo de decaimiento de las respectivas curvas, FCCS se puede
utilizar para determinar las constantes de unién aparente y la movilidad del complejo
unido, asi como la concentracién de las especies ligadas®. Se aplicé el método de
FCCS para estudiar la interaccién de los pares de proteinas de la adhesion focal
vinculina-EGFP/paxilina-mCherry y FAK-EGFP/ paxilina-mCherry. Para estudiar la
asociacion fisica de proteinas adhesivas, de a pares, se seleccionan las potenciales
proteinas en base a sus propiedades biofisicas. Es asi que los pares mencionados
han sido estudiados por distintos grupos®.

Implementacion del experimento de FCCS

Implementar FCCS exige co-transfectar las células, en la Figura 6.8 se
observan las imagenes confocales representativas de una célula HC11 co-
transfectada con FAK-EGFP y paxilina-mCherry, donde se aprecia que las proteinas
se encuentran en la AF. También se presentan las curvas de auto-correlacion para
cada canal y la curva de correlacion cruzada calculada mediante la Ec. 3.20 del
capitulo 3.
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Figura 6.8. Experimento representativo de FCCS. Imagenes confocales de adhesiones focales de una
célula co-transfectada con FAK-EGFP (canal 1) y paxilina-mCherry (canal 2), se indica con un signo + en
color blanco el punto de la medicion. Se adquirié en un rango de longitud de onda de [500-530]nm para el
canal 1 (verde), y [570-670]nm para el canal 2 (rojo). Curvas de auto-correlacion calculadas para cada
canal. Curva de correlacion cruzada.

Al trabajar con 2 o mas fluordforos, es muy comun que exista una
superposicion de sus espectros de emision. La excitacion de uno de los fluoréforos,
provoca una emisién que puede detectarse en los dos canales impidiendo aislar las
sefales. A este fenédmeno se lo denomina sangrado. La eleccion de los fluoréforos se
realizé6 en base a su separacién espectral para reducir el efecto de sangrado; en la
Figura 6.9 se presentan los espectros de fluorescencia de los fluoréforos
seleccionados EGFP y mCherry. Como fuentes de excitacion se utilizé la linea 488nm
del laser de Argon y la linea 543nm del laser de He-Ne. Con el objeto de maximizar la
senal y minimizar el sangrado, se selecciond el rango espectral de deteccién de cada
canal en [500-530]nm y [570-670]nm para el canal de EGFP y el de mCherry

respectivamente.
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Figura 6.9. Propiedades espectrales de los fluoréforos. Espectros de excitacién (linea punteada) y
emision (linea continua) para los fluor6foros EGFP (verde) Exc/Em 488 /510 nm, y mCherry (rojo) Exc/Em
588 /610nm. Obtenido de Chroma Technology Corp.

Resultados de FCCS

En la Figura 6.10 se presentan curvas representativas de los experimentos de
FCCS realizados. En las columnas 1 y 2 figuran las curvas de auto-correlaciones de
cada canal que presentan coeficientes de difusion del orden de los hallados para
experimentos de FCS en células HC11 expresando uno solo de los fluoréforo. En la
tercera columna se muestran las curvas de correlacion cruzada que tipicamente tienen
mayor ruido (fluctuaciones) que dificultan su analisis. Para evidenciar la existencia de
una correlacion cruzada se volvieron a analizar las curvas agrupando los datos de
fluorescencia. Para ello se sumo la sefial de fluorescencia de un determinado namero
de pixeles consecutivos (Bin) con el objetivo de observar escalas temporales mas
largas. Al realizar la agrupaciéon de los datos se estarian promediando las
fluctuaciones de los procesos rapidos como por ejemplo difusién. En la dltima columna
de la Figura 6.10 (recuadro naranja) se observa que al reagrupar los datos de a 20
pixeles (Bin 20) se aprecia una curva de correlacién cruzada con tiempos

caracteristicos mayores que los presentes en la difusion.
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Figura 6.10. Experimento representativo de FCCS. Cada fila corresponde a diferentes experimentos: 1-
FAK-EGFP/Paxilina-mCherry, 2-Vin-EGFP/ Paxilina-mCherry, y 3- FAK-EGFP como control de
sangrado. En las primeras dos columnas se observa la auto-correlacién de cada canal. La tercera
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columna presenta la correlacion cruzada de cada muestra. Finalmente la cuarta columna contiene las
curvas de correlacion cruzada calculadas para un agrupamiento de 20 pixeles consecutivos. En las curvas
de correlacion cruzada (con BIN, recuadro naranja) es mas evidente la correlacion entre ambas sefales
de fluorescencia con respecto al analisis sin agrupamiento (recuadro gris). Los parametros de deteccion
de estas curvas fueron: Rango espectral canal 1: [500-530]nm; Rango espectral canal 2: [570-670]nm;
apertura confocal 115um; tiempo por pixel 10useg, tiempo de medicion 1.5min; las potencias utilizadas
para la linea 488nm (canal 1) estuvieron entre 0.1% y 0.4% mientras que las utilizadas para la linea
543nm (canal 2) estuvieron entre 0.5% y 2%.

Los controles realizados fueron por una parte el control de sangrado, utilizando
células HC11 expresando sélo la proteina del par FCCS asociada al fluoréforo EGFP.
Y por otra parte, dado que la auto-fluorescencia también puede modificar las curvas de
correlacién cruzada se realizaron las mediciones de FCCS en células no
transfectadas. Se realizaron experimentos de FCCS con las muestras controles
concluyendo que el sangrado o la auto-fluorescencia no interfieren en la correlacion
cruzada. En la Ultima fila de la Figura 6.10 se muestra el analisis de una curva control
representativa, realizada en una célula HC11 expresando FAK-EGFP en donde se
observa correlacién sélo en el canal correspondiente a EGFP.

Vin-Pax (N=6) D, um?/s Go FAK-Pax (N=6) D, um?%s Go

Auto- Auto-
correlacion Vin 11.9+£0.9 0.0029 +0.0004 correlacion FAK 46+0.9 0.002 +0.0004

Auto- Auto-
correlacion Pax 12 £2 0.00390 + 0.0009 correlacion Pax 9 +2 0.005 £ 0.002
e 13 +5  0.0007 +0.0001 rEeE 41 409 B0y &
0.0001
Cruzada BIN 0.27 £0.07 0.0009 + 0.0003 Cruzada BIN 0.8 +0.2 0(.)0(())(());1i
Ka (1/mM) 1950 + 800 Ka (1/mM) 1560 +250

Tabla 6.4. Resultados de los experimentos de FCCS. Parametros promedio obtenidos del ajuste por el
modelo de una componente de las distintas curvas analizadas en FCCS.

En la Tabla 6.4 se muestran los valores promedio de los ajustes de 6
experimentos de FCCS para cada par de proteinas estudiadas. Para ambos pares de
proteinas, vinculina-paxilina y FAK-paxilina, se observan resultados similares. Como
cabe esperar, de los ajustes por una componente de las auto-correlaciones de las
sefales para cada proteina, se obtienen valores de coeficientes de difusion similares a

los encontrados en los experimentos realizados con una sola proteina marcada
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fluorescentemente por vez (Tabla 6.3), si bien el coeficiente de difusién encontrado
para FAK es ligeramente menor, es del orden del coeficiente esperado.

Con respecto a los datos obtenidos en la correlacién cruzada, se observa que
el coeficiente de difusion asociado, para el par vinculina-paxilina (13 + 5) um?®/s, y para
el par FAK-paxilina (4.1 = 0.9) um?/s, se corresponde a los obtenidos a partir de las
auto-correlaciones. En el caso del par FAK-paxilina, el valor es mas cercano al
obtenido para la auto-correlacion de la proteina FAK. Habiéndose realizado el control
de sangrado -que podria dar una falsa correlacion cruzada de las sefiales- esta

correlacion cruzada, indicaria una asociacion fisica de las proteinas de ambos pares.

Los coeficientes de difusion obtenidos del ajuste de la correlaciéon cruzada de
los datos agrupados (correlacion cruzada BIN) son (0.27 + 0.07) um?/s para el par
vinculina-paxilina y (0.8 + 0.2) um%s para el par FAK-paxilina. Estos valores de
difusion son del orden de los coeficientes de difusién obtenidos de la componente
lenta del ajuste de dos componentes realizados con una sola proteina marcada (quinta
columna de la Tabla 6.3). Esto estaria en concordancia con la hipotesis de que al
realizar la agrupacion de los datos de la senal de fluorescencia, se promedian las
fluctuaciones de los procesos mas rapido, quedando en evidencia procesos mas
lentos como podria ser la asociacion y disociacién de las proteinas de las adhesiones
focales.

Por otro lado, a partir del analisis de las amplitudes de las auto-correlaciones
de cada canal (Gy1 Yy Go2) Yy la amplitud de la correlacién cruzada (Gyi2), se puede
obtener el valor de la constante aparente de disociacién Ka (Ec. 3.23 del capitulo 3),
obteniéndose valores de (1950 = 800) 1/mM para el par vinculina-paxilina y (1560 *
250) 1/mM para el par FAK-paxilina. Estos valores concuerdan con los reportados para
los mismos pares de proteinas en células fibroblastos embrionarios de rata®.

6.4 Conclusiones

4 Se realizaron experimentos en células de epitelio mamario de raton HC11 vivas
cultivadas sobre vidrio recubierto con fibronectina. Se observaron mediante
microscopia confocal la localizacion y distribucién de las proteinas adhesivas zixina,
paxilina, vinculina y FAK en las células HC11.
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v' Se evalué la cinética de disociacién de la proteina zixina en células HC11
cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio-fibronectina mediante la recuperacion de la
fluorescencia tras el fotoblanqueo. Asimismo, considerando que las adhesiones
focales unen la matriz extracelular a componentes del citoesqueleto, mediante los
receptores de membrana, se cuantific6 y evaludé la variacion de la cinética de
disociacion de zixina al modificar la tensién del citoesqueleto, empleando un inhibidor
quimico. La disminucién en la tension del citoesqueleto sobre las adhesiones focales
mediante el uso del inhibidor resulté en un incremento significativo en la constante de
disociacién que se evidencié en una recuperacion mas rapida de zixina en el area
fotoblanqueada. En conjunto, estos datos sugieren que el modelo empleado para

evaluar la cinética de la zixina en este sistema biolégico es adecuado.

4 Se realiz6 el andlisis de la dinamica y difusién de los complejos de adhesion
focal y sus interacciones, mediante la espectroscopia por correlacién de fluorescencia.
Se implementé pointFCS en células vivas HC11 para las proteinas de adhesién focal:
zixina, vinculina, FAK y paxilina. A partir del analisis de auto-correlacién de las
fluctuaciones de la fluorescencia se caracterizaron los coeficientes efectivos de
difusion de las mencionadas proteinas de adhesion focal. Mediante FCCS, el analisis
se extendié al estudio de la interaccién entre proteinas componentes de adhesion focal
en células vivas: vinculina-EGFP / paxilina- mCherry, y FAK- EGFP/ paxilina- mCherry.
Analizando la correlacién cruzada de las fluctuaciones de fluorescencia de los pares
de proteinas de adhesion focal se estimé una constante de asociacién aparente para

cada par de proteinas estudiada.

Estos experimentos en su conjunto permitieron, por un lado la puesta a punto
de varias de las técnicas de fluorescencia y por el otro caracterizar al sistema biol6gico
en condiciones de referencia que usaremos como controles en los siguientes

capitulos.
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7. Dinamica molecular de las adhesiones focales ante un

estimulo mecanico: estiramiento equibiaxial del sustrato

En presencia de un estimulo mecénico, las adhesiones focales pueden
ensamblarse y desensamblarse de forma dindmica. Para estudiar los cambios
generados en la organizacién y dinamica de adhesiones focales en células vivas en
respuesta a un estimulo mecanico externo global, se empled un dispositivo de traccién
equibiaxial adaptado para ser usado en simultdneo con el microscopio confocal
FV1000. Este dispositivo permite “estirar las células” cultivadas sobre una membrana
de silicona y evaluar mediante distintas técnicas de microscopia y espectroscopia, la

respuesta en la dinamica de adhesiones focales ante un estimulo mecanico.

7.1 Dispositivo estirador equibiaxial: aplicacion de estimulos mecanicos
controlados a células vivas

Para realizar un estimulo mecanico controlado y reproducible se utilizé un
dispositivo estirador equibiaxial, cuyo disefio es una innovacion del sistema modificado
por Quaglino et al. 2009, el cual fue adaptado para realizar mediciones en el
microscopio confocal espectral Olympus FV1000. El dispositivo aplica de manera
controlada una fuerza equibiaxial a las células adheridas a una membrana flexible de
silicona, que se encuentra sujeta al dispositivo, mediante el movimiento de un anillo
rigido que forma la pared de la cdmara. El dispositivo estirador tiene un soporte
roscado de aluminio que, al enroscarlo, empuja al anillo indentador y estira la
membrana de silicona, por lo tanto la magnitud de estiramiento se caracteriza por las
vueltas de rosca dadas al soporte de aluminio (Figura 7.1). Como sustrato deformable,
se eligieron membranas transparentes de silicona con un espesor de 127 pum
(Gloss/Gloss laminas de silicona sin reforzar, Specialty Manufacturing Inc., Saginaw,
MI, USA) las cuales se modificaron con fibronectina para cultivar la linea celular HC11

y hacer los experimentos de microscopia de fluorescencia.
7.1.1 Caracterizacion del estimulo mecanico mediante el analisis de PIV

Las deformaciones unitarias en el plano de la membrana de silicona se
midieron mediante el seguimiento por microscopia confocal de micro-esferas

fluorescentes de 0.5 um de diametro (Dragon Green, Ex 480 nm, Em 520 nm, Bangs

Laboratories Inc, Fishers, IN, USA) para diferentes condiciones de estiramiento, es
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decir aumentando el nimero de vueltas de rosca. A partir de estas imagenes
confocales, las posiciones de los marcadores se rastrearon utilizando la velocimetria
de imagen de particulas (PIV). El algoritmo empleado es de cédigo abierto en Matlab:
cédigo MatPIV V1.6.1 de Sveen, 2004. Este algoritmo se basa en la correlacion
cruzada de sub-areas de la imagen entre pares de imagenes consecutivas. Mediante
el procesamiento de las imagenes, a través de una grilla regular de pequefas
subregiones, se genera un mapa de desplazamiento vectorial. Para eliminar vectores
espurios (en general debido a que las sub-areas de la imagen carecen o exceden el
ndmero de particulas necesarias para crear un buen patrén), se aplica una serie de
filtros: un filtro de relacién senal-ruido, un filtro del histograma global, un filtro local, y
una mascara para despreciar las regiones sin marcadores fluorescentes. Finalmente,
se identifican e interpolan todos los valores atipicos utilizando una interpolaciéon de
primeros vecinos.

Obtenido el campo de desplazamientos, se calcularon las deformaciones
unitarias y los esfuerzos empleando una rutina escrita en Matlab. En cada punto de la

grilla, asumiendo un material elastico lineal se calcularon las deformaciones unitarias

normales€ . y €, en ladireccion x e y, y la deformacion tangencial o de corte, exvz:

e = ou,
XX ax
du,
£, =—2 (Ec. 7.1)
_1(du, du,
Y21 dy  ox

donde, los desplazamientos en las direcciones x e y se denotan como (u, , u,).
Considerando un material isétropo que obedece la Ley de Hooke, las deformaciones

unitarias (&) se relacionan con los esfuerzos (o) por las siguientes ecuaciones®

o= l—Ev2 (e, +v-e,)
E

o, =1 (v-e.+e)) (Ec. 7.2)
E 1-v

o= —.¢

Y-y o2 Y

donde o, y o0,,son los esfuerzos normales en las direcciones x e y, y oy, es el esfuerzo

de corte, E es el médulo de Young del sustrato, y v es el radio de Poisson (v=0,5). En
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el caso de la membrana de silicona, el médulo de Young se estimé a partir de la
dureza Shore A de 40 durdémetros (ShA) informado por el fabricante, teniendo en

cuenta la relacion entre la dureza y la rigidez*:

17.93-ShA

= (Ec. 7.3)
(100 - ShA)”

El médulo de Young para la membrana de silicona, estimado de esta forma es de 1.54
MPa.

Caracterizacion del estiramiento producido por el dispositivo estirador

La caracterizacion del estiramiento se realizé mediante el estudio del
desplazamiento de micro-esferas fluorescentes adsorbidas al sustrato que actian
como referencia. Para este propdsito se adquirieron secuencias de imagenes
confocales (lente objetivo 10X UPLanSAPO, AN 0.4) en funcién de las vueltas de
rosca del dispositivo. La superposicion de una serie representativa de imagenes
confocales se puede ver en la Figura 7.1.D.

Se calcularon el promedio y la desviacion estandar de &, ¢, Yy &, Y se
graficaron en funcién de las vueltas de rosca, ver Figura 7.1.1. Como era de esperar,
las mediciones de las componentes de deformacién unitaria mostraron que no hubo
diferencia significativa entre la deformacion normal en la direccién x e y, y que la
componente de corte del tensor de deformacién fue cercana a cero, lo que resulta en
un estiramiento equibiaxial®. Estos resultados corroboran que la membrana se estira
de una manera circularmente simétrica, debido a la accién de tracciones radiales
uniformemente distribuidas en el plano de la membrana y que acttan en la periferia®.
La relacion entre la deformacion normal unitaria y el nimero de vueltas se obtuvo a
partir del ajuste lineal de los datos presentados en la Figura 7.1, en la que el ajuste
lineal arroja una pendiente de (4.19+0.08)% de deformacién normal unitaria por vuelta

de rosca.
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Figura 7.1: Dispositivo Estirador Equibiaxial. (A) Membrana flexible de silicona utilizada como sustrato
para el cultivo celular para el dispositivo estirador. (B) Membrana colocada en el dispositivo. (C) Partes del
dispositivo estirador (C-1) soporte de Delrin® (C-2), soporte de aluminio, (C-3) anillo de Teflon® mediante
el cual se realiza el estiramiento de la membrana. (D) Superposicion de las imagenes confocales de las
micro-esferas fluorescentes sobre la membrana de silicona para sucesivas deformaciones normales
unitarias desde 4% al 30%. Barra de escala: 250um. (E) Mapa de los vectores desplazamiento obtenido al
aplicar el andlisis de PIV a las imagenes correspondientes a 4% y a 13% de deformacién normal unitaria.
(G) Como ejemplo, para mostrar la homogeneidad de la deformaciéon se presentan los mapas de
deformacién normal unitaria en las direcciones x e y, y de deformacién de corte para la primera vuelta de
rosca. (H) También se calcularon los mapas de esfuerzos normales en las direcciones x e y, y de corte
para la misma condicion. La tabla (F) resume los valores promedio de cada mapa. (l) Deformacién normal
unitaria en las direcciones x e y (puntos negros y azules), y de corte (puntos verdes) en funcién de las
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vueltas del estirador. Se obtuvo una respuesta lineal y andloga para ambas direcciones normales y una
respuesta nula en la direccion de corte. La linea roja es el ajuste lineal de las componentes normal con
pendiente (4.19 + 0.08)% de deformacién normal unitaria por vuelta. Las barras de error son MSD. (J)
Grafico de las componentes del esfuerzo en funcién del aumento en la deformaciéon normal unitaria. Se

observa el mismo comportamiento en las direcciones normales.

7.1.2 Evaluacion de la transmision del estimulo mecanico desde el sustrato a las
células

El dispositivo estirador equibiaxial se utiliz6 para realizar un estimulo mecanico
a las células cultivadas en membranas flexibles de silicona. Las membranas de
silicona se incubaron durante 30min en solucién de fibronectina 5ug/ml. Las células se
sembraron sobre la membrana recubierta con fibronectina a una densidad de
aproximadamente 10 x 10° células/membrana y se dejaron crecer durante 24hs. Para
determinar si el estiramiento mecanico se transmite de manera eficiente desde el
sustrato elastico a las células cultivadas sobre él, se midi6 el area de las células HC11
al aumentar la magnitud del estiramiento y luego se comparé con el cambio del area

esperado debido al estiramiento del sustrato.

En la Figura 7.2 se presentan las imagenes de transmision de células vivas
cultivadas sobre la membrana para deformaciones normales unitarias de 0% (A) y
30% (B) donde se puede apreciar que las células se separan y que su area aumenta.
Se calculé el area promedio para cada condicion de estiramiento y la variacién del
area en funcién de la deformacién normal unitaria se grafico en la Figura 7.2.C, donde
se muestran el ajuste cuadratico (linea roja) y el cambio estimado por la calibracién

(linea azul). El cambio en el area verifica que el estiramiento se transmite a las células.
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Figura 7.2. Evaluacion de la transmision del estimulo mecanico. Imagenes de transmision para las
células HC11 cultivadas sobre membrana de silicona para deformaciones normales unitarias de 0% (A) y
30% (B). Barra de escala: 20um. (C) Variaciéon promedio del area de las células en funcién de la
deformacién normal unitaria. La linea roja es el ajuste cuadratico mientras que en azul se presenta el

cambio esperado para el area del sustrato estimado por la calibracién. Las barras de error son MSD.

7.2 Dinamica y morfometria de las adhesiones focales ante un estiramiento
equibiaxial del sustrato

7.2.1 Analisis de la dinamica de las adhesiones focales en células sometidas a
un estiramiento mecanico

Los experimentos con células vivas se realizaron en un microscopio confocal
espectral FluoView 1000, empleando una lente objetivo 63X C-Apocromatico de
inmersién en agua NA1.2 o bien una lente objetivo 40X UPLanSAPO AN 0,95. Los
siguientes plasmidos de expresién se transfectaron en las células HC11 para poder
visualizar las adhesiones focales a través de la proteina vinculina: vinculina-EGFP,
biosensor de tension de vinculina (Vin-TS) y vinculina-TL. Estas dos ultimas
construcciones se basan en el par FRET: mTFP y Venus disefiados en el grupo del Dr.
MA Schwartz®. Las iméagenes se obtuvieron utilizando el filtro Kalman, el tamafio de
pixel estuvo entre 88nm y 165nm, y el tiempo por pixel entre 10us a 20us. Se utilizé la
linea de 488nm del laser de Argdn para visualizar la fluorescencia emitida por EGFP
que se detecté para [500-600]nm. Cuando se emple6 el biosensor de vinculina o
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vinculina-TL, se utilizé la linea 458nm del laser de Argén y las fluorescencias emitidas
por mTFP y Venus fueron detectadas en el rango de [470-500] nm y [530-600] nm,
respectivamente. Los experimentos de fluorescencia se realizaron entre las 24 y 48 hs
después de la transfeccion. La membrana de silicona con las células crecidas sobre
ella se mont6 en el dispositivo estirador con 2 ml de medio de cultivo con HEPES.
Durante los experimentos en el microscopio se utilizd una camara incubadora para
mantener la temperatura a 37 °C.

Para evaluar la organizacién de las adhesiones focales frente al estiramiento
del sustrato, se adquirieron secuencias de imagenes confocales de las células en
funcién de sucesivos estiramientos de la membrana, desde deformaciones normales
unitarias del 13% hasta el 30%. Como experimento control, se adquirieron secuencias
de imagenes confocales de células cultivadas sobre la membrana a una deformacién
normal unitaria constante (13%) para el mismo intervalo temporal que requirié el
experimento en funcién del estiramiento. A modo de ejemplo en la Figura 7.3 se
muestran las secuencias de imagenes confocales adquiridas para una célula que fue
estirada (A) y para una célula control (B).

Se observé que las adhesiones focales (AF) tienden a persistir cuando se
aplica el estiramiento, lo que nos permitié definir en el marco de este experimento,
como AF persistente a aquella AF que permanece a lo largo de todo el experimento
(aprox. 1 hora), y AF Transitoria a aquella que se desensambla completamente o nace
durante el experimento.

Se encontré que las adhesiones focales tienden a persistir en respuesta al
estiramiento: se presenta un 70% de AFs definidas como persistente mientras que en
el caso control hay tan solo el 30%.

Es interesante notar que de toda la poblacion de adhesiones focales, durante
el experimento de estiramiento, el 10% de las AFs se desensamblan completamente y
el 4% representan las AFs nacientes. Por el contrario, en las células control
monitoreadas en el tiempo (a una deformacion constante), hay mas AFs transitorias
(69%), algunas de ellas persisten en el tiempo, sin embargo el 40% de las AFs estan

completamente desensambladas, y 25% se formaron durante el experimento.
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Figura 7.3: Dinamica de las adhesiones focales en células expuestas a un estimulo externo. (A)
Secuencia de imagenes confocales de una célula al aumentar la deformacién normal unitaria de 13%
hasta un 30%. (B) Secuencia de imagenes de una célula control para una deformacién normal unitaria de
13% obtenida como una funcién del tiempo para un lapso de 1h. Células HC11 que expresan vinculina-
EGFP. Barra de escala: 20um.

7.2.2 Analisis morfométrico de las adhesiones focales en células sometidas a
un estimulo mecanico externo

La deteccién automatica de adhesiones focales y la cuantificacién de
parametros morfométricos es fundamental para describir los cambios que se
presentan en las adhesiones focales. Para tal fin se utilizaron algoritmos descriptos por
la Dra. Lorena Sigaut, integrante del grupo de trabajo. La rutina escrita en Matlab
permite detectar y "etiquetar" a las adhesiones focales para su seguimiento en el
tiempo (Figura 7.4). Ademas pueden ser cuantificadas diferentes propiedades, como
por ejemplo: su area, longitud, excentricidad, y su intensidad promedio. También
permite confeccionar mapas del cambio de las diferentes propiedades en funcién del
estiramiento como los mostrados en la Figura 7.5.
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Figura 7.4: Deteccion automatica de adhesiones focales. (A) Imagen confocal de una célula HC11
expresando vinculina-EGFP como marcador de adhesiones focales. Barra de escala: 20um. (B) Mascara

de las adhesiones focales detectadas y etiquetadas para su seguimiento.

La rutina en Matlab permite identificar automaticamente las AFs y realizar un
analisis morfométrico que se aplica a la secuencia de imagenes obtenidas para
diferentes condiciones de estiramiento. En primer lugar, se resta el valor promedio de
la sefial de fondo (region en la imagen libre de células) a cada una de las imagenes de
la secuencia y se define un umbral para cada imagen, basado en la desviacion
estdndar de la senal de fondo, para distinguir los pixeles de la imagen que
corresponden a la célula de los del fondo (tipicamente se utilizé entre 0,75 y 2 veces la
desviacién estandar).

Luego es necesario distinguir las AFs. Para ello, sobre todos los pixeles que
corresponden a una célula, se aplico el método de Otsu’ para calcular
automaticamente el umbral 6ptimo que selecciona las AFs. Este algoritmo asume que
la imagen a la que se le quiere determinar el umbral contiene dos poblaciones de
pixeles (o histograma bi-modal) en este caso: los pixeles de las adhesiones focales, y
el resto de los pixeles de la célula (pixeles blancos). Empleando 2 veces el umbral de
Otsu se genera una mascara binaria preliminar para identificar las AFs. Esta mascara
divide a la imagen en estructuras 2D conectadas por pixeles blancos. Se descartan las
estructuras con areas mas pequefias que 20 pixeles (aprox. 0,25um?) y los pixeles con
menos de 3 pixeles vecinos blancos. Por ultimo, se etiquetan las adhesiones focales
de forma manual y se rellenan los huecos que pudieran aparecer en la AF.
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Tras la identificacion de las adhesiones focales, se calculan las propiedades
caracteristicas de la adhesion, tales como el area, la longitud, la excentricidad. La
longitud de la adhesion focal y la excentricidad se definen como la longitud del eje
mayor, y como el cociente entre el eje menor y el eje mayor de la minima elipse que

contiene a la AF, respectivamente.

Para el analisis morfométrico se utilizaron células HC11 transfectadas con
vinculina-EGFP cultivadas sobre membranas de silicona modificadas con fibronectina.
Las imagenes confocales adquiridas de células cultivadas en la membrana permitieron
seguir los cambios morfométricos en funcién del estimulo mecénico generado por el
estirador equibiaxial. Una vez obtenida la secuencia de imagenes de células
sometidas a una tensidbn mecanica creciente, se aplicé la rutina de deteccién
automatica de adhesiones focales y se analizaron pardmetros como éarea y longitud
para las adhesiones persistentes.

En la Figura 7.5.A se muestra la serie de mapas del area calculada para las
AFs de una célula HC11. Cada mapa compara el area de las AFs individuales
respecto al paso anterior de estiramiento, construyendo la evolucién del area para los
sucesivos pasos de estiramiento. Mediante un c6digo de colores se puede distinguir el
cambio del area, observando que cada AF puede experimentar tanto aumentos, como
asi también disminuciones de su area en los sucesivos pasos de estiramiento. Sin
embargo, al comparar el area del estado inicial (13%) y el final (30%) se observa que
la mayoria de las AFs incrementan su area (Figura 7.5.B). Esto refleja el
comportamiento dinamico de la organizacion de las AFs.
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13 -17% WARILA Mapas incremento area AF
Il AF disminuven su area
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13 -30%

21 -25% 25 -30%

Figura 7.5: Mapa del cambio de area de las adhesiones focales. (A) Mapas de la evolucion del area
de las AFs en funcién de los sucesivos estiramientos desde deformaciones normales unitarias de 13%
hasta 30%. (B) Mapa de la evolucion considerando la configuracion inicial (13%) y final (30%). Coédigo de
colores para el cambio del area de la AF: aumento del &rea (rojo), igual area (cian), disminucion del area
(azul). Barra de escala: 20um.

Extendiendo el analisis a todas las células estudiadas, se graficé el cambio
promedio del area y de la longitud de la AF en funcién de la deformacién normal
unitaria (Figura 7.6).
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Figura 7.6: Cuantificacion de la morfometria de las adhesiones focales. Valores promedio de area,
longitud y excentricidad de las AFs respecto de la deformacién normal unitaria (A, C, E), y en funcién del
tiempo (para una deformacién normal unitaria del 13%) para el experimento control (B, D, F). Las barras
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con un asterisco marcan las condiciones que otorgaron una diferencia significativa por el test de Student.
Como referencia se dibujaron en rojo lineas punteadas que marcan el valor de cada magnitud para la
condicién inicial de deformacién normal unitaria. (G) Incremento promedio en el area de las AFs en
funcién de la deformacion normal unitaria. Incremento del area del sustrato esperado a partir de la
calibracion, linea azul punteada. El incremento del area celular se incluye en linea punteada verde. (H)
Incremento en la longitud de la AF respecto a la deformacién normal unitaria. La linea roja representa el
ajuste lineal, mientras que en azul se presenta el incremento en la longitud del sustrato obtenido a partir
de la calibracion.

El valor promedio del &area para 13% de deformacion normal fue
(2.34+0.23)um? y la respuesta al estiramiento resulté en un aumento significativo para
el 25% y 30% (Figura 7.6.A). También se calcularon los promedios de las longitudes
de las adhesiones focales en cada condicién (Figura 7.6.C). Se observa un aumento
significativo de la longitud entre la condicion inicial y los estiramientos normales de
25% y 30%, con una diferencia significativa entre las condiciones 17% y 30%. Los
experimentos control para células cultivadas en membrana con una deformacién
normal unitaria constante de 13%, no presentaron diferencias significativas en el area
ni en la longitud, para un intervalo de tiempo equivalente al empleado en la medicion
en funcién de la deformaciéon normal (Figuras 7.6. B y C). Para facilitar la comparacion
se incorporé una linea roja que marca el valor de las magnitudes para la configuracion
inicial de estiramiento de la membrana, que es la misma condicion de estiramiento que

en el experimento control.

El promedio de los valores de excentricidad realizado para cada condicion de
deformacién normal otorgé un aumento significativo, siendo (0.957+0.044) para la
deformacién maxima (Figura 7.6.F). El experimento control presentd una disminucién
significativa de la excentricidad al transcurrir 50min. Comparando el valor obtenido
para este tiempo con el valor inicial del experimento realizado en funcién de la
deformacién, también existe una diferencia significativa (se representd con una flecha
vertical con asterisco en la Figura 7.6.F). En los paneles G y H se grafican los
incrementos del area y de la longitud de la AF en funcién de la deformacién normal
unitaria, y se indica en linea de puntos de color azul el incremento del area o de la
longitud debido al estiramiento del sustrato calculado a partir de la calibracién. Se
observa que ambos parametros aumentan en respuesta al estiramiento, y que el
aumento, tanto en la longitud como en el area, es mayor al mero incremento debido al

estiramiento mecanico del sustrato sobre el cual crecen las células.
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7.3 Localizacion y cinética de la proteina zixina ante un estiramiento equibiaxial
del sustrato

7.3.1 Localizacion de la proteina zixina en respuesta a un estimulo mecanico

Un aspecto interesante de estudiar en relacion a la dinamica de las adhesiones
focales es ver si la composicion molecular de las AFs cambia en respuesta a fuerzas
mecanicas. Mediante el analisis de la localizacion sub-celular de distintas proteinas
adhesivas en funciéon de un estiramiento unidireccional ciclico, se reporté6 que las
proteinas vinculina, talina, paxilina y FAK permanecen concentradas en las AFs tanto
en las células estiradas como en las controles, aumentando el nimero y el tamario de
las AFs. En contraposicion a este resultado, observaron que la proteina zixina se
moviliza rapidamente desde las adhesiones focales hacia los filamentos de actina en
respuesta al estiramiento®, lo cual se acompafia con un engrosamiento generalizado
de las fibras de actina. Estos estudios contribuyeron a postular a la proteina zixina
como mecanosensora y demostraron que tiene un rol activo en la remodelacion y
refuerzo de las fibras de actina en respuesta de sefales mecanicas.

Los cambios en la localizacion de la proteina zixina en respuesta a un estimulo
mecanico externo, se estudid para células HC11 crecidas sobre membranas de
silicona-fibronectina, mediante la adquisicion de imagenes confocales y la accion del
dispositivo de traccion. Se observo que un 86% de las células estudiadas sometidas al
estiramiento presentan translocacién de zixina desde las AFs a los filamentos de
actina. Mientras que en células cultivadas sobre sustrato rigido, no deformable
(cubreobjetos de vidrio), sblo el 52% de las células observadas presentan el

fendmeno.

Figura 7.7. Translocacion de la proteina zixina en respuesta a un estimulo mecanico. Imagenes de
células HC11 expresando zixina-EGFP adquiridas para deformaciones normales unitarias de 13% (A) y
30% (B). En ambos casos, se observa la localizacién de la proteina zixina en los filamentos de actina
(indicado por las flechas rojas). La célula cultivada en cubreobjeto (C) no presenta translocacion de la
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zixina a los filamentos de actina. Barra de escala para las imagenes de la célula entera: 20um; barra de

escala para la ampliacion de las imagenes: 5um.

En la Figura 7.7 se muestran las imagenes confocales representativas de
células HC11 expresando zixina-GFP para un estiramiento correspondiente a la
deformacién normal unitaria de 13% (A), y de 30% (B). En ambas imagenes se
observa la localizacion de la proteina zixina en los filamentos de actina (indicada con
las flechas rojas) en respuesta al estimulo mecanico externo. Por el contrario, en las
células control cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio, la proteina zixina permanece

localizada mayoritariamente en las AFs (Figura 7.7 C).

7.3.2 Cinética de disociacion de la proteina zixina en respuesta al estimulo
mecanico externo

Con el objetivo de estudiar la cinética de disociacién de zixina de la AF se
realizaron experimentos de FRAP en células cultivadas sobre la membrana en funcién
del estiramiento producido por el estirador equibiaxial. Siguiendo el protocolo detallado
en la seccion 6.2 del capitulo anterior, se adquirieron, corrigieron y analizaron las
imagenes confocales para un estiramiento de deformacién normal unitaria de 13% y
de 30%. Las curvas de recuperacion fueron ajustadas por el modelo matematico
descripto en el capitulo 3 (Ec. 3.2.4.) obteniendo los valores biolégicos relevantes, k.
y m (Tabla 7.1).

sustrato t.(s) ti2(s) kogs (1/5) m
membrana 30% 57+6 39+4 0.018 £ 0.002 0.47 £ 0.05

Tabla 7.1. Parametros cinéticos medidos para la proteina zixina usando FRAP. Valores de ti2, Kor, t
y mpara células cultivadas sobre membranas de silicona y estiradas, o sobre cubreobjetos de vidrio.
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Figura 7.8: Cinética de la proteina zixina en respuesta a un estimulo mecanico evaluado mediante
FRAP. Valores promedio de los parametros cinéticos kot (A) y m (B) estimados del analisis de FRAP
para 13% (N° AF=6, N° células=5), y 30% (N° AF=6, N° células=4) de deformacién normal unitaria, y para
experimentos realizados en células cultivadas sobre vidrio (N° AF=12, N° células=8) (*p=0.026, **p=7.5 E-
4 respecto de la deformacion unitaria de 13%). Las barras de error indican el SEM.

En la Figura 7.8 se grafican los promedios de los parametros obtenidos y el
andlisis estadistico. A medida que aumenta el estiramiento de un 13% al 30% se
observa que la constante de disociacion de la proteina zixina disminuye
significativamente. Este valor es ligeramente mas alto que el observado en células
sobre un sustrato rigido como el vidrio modificado con fibronectina (Figura 7.8.A). Por
otro lado, se observé que la fraccién moévil no varia significativamente en las distintas

condiciones.

7.4 Conclusiones

v Se caracterizé y verificd el estiramiento equibiaxial producido por el dispositivo
mecanico sobre las membranas de silicona. Se comprobé que el estiramiento de la
membrana producido por el estirador es eficientemente transmitido a las células

cultivadas sobre él.

4 Se encontré que las células sometidas a sucesivos estiramientos mecanicos,
presentan un 70% de AFs persistentes, s6lo un 4% de las AFs totales son nacientes y
un 10% se desensamblan completamente. En contraste, en células control las AFs son
mas dinamicas, tan so6lo el 30% de ellas persisten en el tiempo, el 40% se
desensamblan totalmente y un 25% se forman durante el experimento.
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4 Al incrementar sucesivamente el estiramiento del sustrato, la longitud y area de
las adhesiones focales aumenta significativamente en comparacion con células control
sujetas a un estiramiento constante. Este aumento en la longitud y area es mayor al
mero incremento debido al estiramiento mecanico del sustrato sobre el cual crecen las
células. Esto indicaria que la tensidon mecanica aplicada por el dispositivo de traccién

es capaz de inducir cambios en las células vivas.

v Se observo que en respuesta al estiramiento, el 86% de las células analizadas
presentan translocacién de la proteina zixina hacia los filamentos de actina, mientras
que el 52% de las células cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio lo presentan.

v Se observé que al incrementar la magnitud del estimulo mecanico, la constante

de disociacion disminuye significativamente.

v Estos experimentos en funciéon de un estimulo mecanico externo equibiaxial
permitieron analizar la respuesta en la dinamica y organizacién de las adhesiones

focales, asi también como la localizacion y cinética de la proteina zixina.
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8. Dinamica molecular de las adhesiones focales ante
variaciones en las condiciones de contorno mecanicas:

sustrato deformable

Las células detectan, procesan y traducen la informacion mecanica que es
proporcionada por el medio ambiente extracelular para tomar decisiones sobre el
crecimiento, la motilidad y la diferenciacion’. Para ello, las células sensan activamente
la rigidez de su entorno, ejerciendo fuerzas de traccién a través de las adhesiones
focales, que unen fisicamente componentes del citoesqueleto con la matriz
extracelular. La estrategia usada para variar las condiciones de contorno mecanicas
para la célula es fabricar y caracterizar hidrogeles de poliacrilamida de distinta
elasticidad. En este capitulo se analizarg el efecto del sustrato sobre la dinamica de la
proteina zixina y las fuerzas de traccién generadas por las células.

8.1 Caracterizacion del sistema célula-sustrato deformable

8.1.1 Fabricacion y caracterizacion de sustratos deformables para estudiar la
adhesion celular

El sustrato deformable es esencial en la microscopia de fuerzas de traccion
(TFM) ya que a partir de su deformacién se obtiene informacion de la traccién celular.
Los sustratos comunmente utilizados son los geles de poliacrilamida (PAA) debido a la
facilidad con la que se pueden modificar sus propiedades mecanicas de acuerdo a las
necesidades del experimento. Pueden imitar las elasticidades de gran parte de los
tejidos bioldgicos, para un médulo de Young entre 0.2Pa a 300kPa, sin perder sus
propiedades elasticas.? Las células epiteliales tienen un rango de elasticidades que
van desde un modulo de Young de 1kPa para las células epiteliales mamarias hasta
55kPa en queratocitos epidérmicos®. En base a esta informacion, se eligié
confeccionar geles de PAA entre 2 y 55kPa.

La elasticidad de los geles va a depender, principalmente, de la proporcién de
acrilamida y bisacrilamida. La preparacion de los sustratos de PAA estuvo basada en
el trabajo del grupo de M. L. Gardel*, del cual se extrajeron las proporciones acordes a
las elasticidades deseadas (Tabla 8.1). En esta publicacién se reportan los valores del
médulo G, shear modulus, que se relaciona con el médulo de Young por la siguiente

formula, E= 2 G (1+v). Considerando el radio de Poisson v = 0,5, se obtiene E=3G.
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A B C D
G (kPa) 2.286 8.64 16.34 30.07
Agua milliQ () 388 325.8 308.5 2745
o 94 94 150 150
Acrilamida (ul)
(7.5%) (7.5%) (12%) (12%)
12.5 75 36 70
Bis-acrilamida, (pl)
(0.05%) (0.3%) (0.14%) (0.28%)
APS (ul) 25 25 25 25
Nano-esferas Crimson (pl) 2 2 2 2
TEMED (ul) 1 1 1 1

Tabla 8.1. Composicion de los geles utilizados. Cantidades necesarias para preparar un volumen final
de 500pl. Los reactivos que se utilizan para preparar los geles son: Acrilamida; Bis-acrilamida, N,N-
metilenbisacrilamida; N,N,N',N-tetrametiletilendiaminae, TEMED; persulfato de amonio, APS; vy
nanoparticulas Crimson.

El cultivo de las células HC11 sobre los geles conlleva modificar la superficie
del gel con la proteina de la matriz extracelular, fibronectina, para que se forme el
adhesoma de integrina. De esta manera se activo la superficie con el reactivo quimico
sulfo-SANPAH que se comporta como un conector para la molécula de matriz
extracelular fibronectina (FN). El esquema de las células cultivadas sobre los geles se
muestra en la Figura 8.1. En el interior del gel de PAA se disponen las nanoparticulas
fluorescentes que servirdn como indicadores o puntos de referencia. Como
consecuencia de la traccion celular, el gel se deforma y las nanoparticulas de
desplazan (flechas) con respecto a la posicion inicial.

Célula Adhesiones focales

Fibronectina

W= ‘ ‘ < Sulfo-SANPAH
" - <@ &9 ]
-— < > Nanoparticulas
GelPAA  * > = e <s <4
- ; APTMS }
Vidrio {Glutaraldehldo

Figura 8.1. Esquema del cultivo de células sobre los geles de PAA. En el gel se marcan las
nanoparticulas Crimson donde las flechas simbolizan el desplazamiento de los marcadores fluorescentes
por accion de la traccion celular. Para inmovilizar el gel sobre el cubreobjetos de vidrio se activa con
glutaraldehido y APTMS.
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8.1.2 Marcadores fluorescentes empleados para la microscopia de traccion

La preparaciéon del sustrato para TFM incluye el agregado de nanoparticulas
fluorescentes que actlan como referencias. Las propiedades espectrales de las
nanoparticulas deben ser analizadas en forma conjunta con las de la proteina EGFP
fusionada a las proteinas adhesivas en estudio. Entre los marcadores fluorescentes
disponibles comercialmente que se probaron en el laboratorio, se encontré que las
nanoesferas Crimson de 40nm de diametro (Exc/Em 625/645 nm) son las mas
adecuadas, debido a su tamafio, su resistencia al fotoblanqueo y sus caracteristicas

C

espectrales (Figura 8.2).
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Figura 8.2. Propiedades espectrales de las nanoparticulas fluorescentes. Espectros de fluorescencia
de excitaciéon y emision en funcién de la longitud de onda para la proteina EGFP (Exc/Em 488/ 510nm), y

para las nanoesferas Crimson (Exc/Em 625/645 nm), obtenidos mediante el software SpectraViewer’.

Ademds, se varid la concentracibn de nanoesferas encontrdndose una
concentracion éptima de 0.004% (v/v) para el andlisis de la microscopia de traccién.

imagenes confocales

realizados se adquirieron
la

En los experimentos

secuenciales. Se utiliz6 la linea de 488nm del laser de Argdén para visualizar
fluorescencia emitida por EGFP que se detecto para [500-540]nm, y la linea 635nm del

laser diodo de estado sélido con una ventana de adquisicion de [650-750]nm para

detectar las nanoparticulas-Crimson. Apertura confocal 125um. Se empleé una lente
objetivo de inmersion en aceite 60X UPlanSapo NA1.35. Por un lado, se adquirié la
imagen de las nanoesferas dentro del gel y por otro la imagen de la célula transfectada
con zixina-EGFP. La separacion espectral es suficiente para despreciar los efectos de

sangrado, si bien existe la posibilidad de que la emision de EGFP excite a las
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nanoparticulas-Crimson, las mediciones fueron secuenciales y en planos de
adquisicion diferentes. En la Figura 8.3 se muestran imagenes confocales adquiridas
en manera secuencial y a distintos planos, es decir a distinto z. Para z=0 se pueden
distinguir en el canal 1 (EGFP) las AFs mientras que en el canal 2 se ven
principalmente las irregularidades del gel. Es importante tener en cuenta evitar los
primeros planos desde la superficie del gel hacia el interior del mismo. Las

nanoesferas se distinguen sin inconveniente en los planos z = -2y -3.

Canal 1: EGFP Canal 2: Crimson
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Figura 8.3. Adquisicion de imagenes en un experimento representativo de TFM. Células HC11
expresando zixina-EGFP se cultivaron sobre un sustrato de PAA (13kPa) con nanoesferas fluorescentes
Crimson. Las imagenes fueron adquiridas en los canales de EGFP (izquierda, [500-540]nm), y Crimson
(medio, [650-750]nm) en forma secuencial. También se presentan las imagenes de transmision (derecha).
Barra de escala: 10um

8.1.3 Determinacion del modulo de Young del sustrato deformable mediante
Espectroscopia de Fuerzas

El sustrato debe ser lo suficientemente blando para que la célula pueda
deformarlo pero por otro lado la deformacién producida debe poder detectarse
mediante TFM. Légicamente esto define un rango de elasticidades del sustrato para el
cual se puede aplicar TFM, que va a depender de la linea celular estudiada. Para
obtener las fuerzas ejercidas por la célula sobre el sustrato mediante el analisis del
desplazamiento de los marcadores fluorescentes en el gel es necesario conocer el
moédulo de Young del mismo. Si bien por construccion se puede obtener una
estimacion es recomendable medirlo porque el error puede llegar al 50% en la
estimacion.

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles de PAA han sido caracterizadas
por técnicas tradicionales que incluyen deformacién macroscépica®, microindentacion’,
reologia®, asi también como AFM®. De la misma manera en que se ha descripto en el
capitulo 5, la observacién y medicion de muestras biolégicas y materiales con un
amplio rango de elasticidad, se realizdé la determinacién del médulo de Young de los
sustratos de PAA. Se adquirieron cientos de curvas de fuerza en solucién distribuidas
en distintas regiones y para geles fabricados en dias diferentes. Las curvas de fuerza
fueron obtenidas empleando sensores de fuerza modelo SNL, con un radio de punta
nominal de 2nm, y 0.06N/m de constante elastica nominal. Igualmente se calculé el
valor particular de cada punta utilizada mediante el método de ruido térmico. Utilizando
una rutina escrita en Matlab las curvas de aproximacion fueron ajustadas por el
modelo de Hertz (considerando el radio de Poisson de la muestra como 0,5). En la
Figura 8.4 se muestras curvas representativas para cada tipo de sustrato preparado.

127



8. Dinamica molecular de las adhesiones focales ante variaciones en las condiciones de contorno mecanicas:
sustrato deformable

800+ N
—Gel B
- ——GelC
EAdd B Gel D
2 \ \ \
(=1
= 400+
; SN
N
&}
AN\Y
0 M
300 200 -100 0 100

Distancia punta-muestra (nm)

Figura 8.4. Curvas de fuerza representativas para los sustratos deformables geles de PAA.
Comparacion de las curvas de fuerza realizadas sobre los geles B (13kPa), C (21kPa) y D (54kPa)
adquiridas con sensores SNL con un valor nominal de k=0.06N/m.

Los valores obtenidos fueron para el gel B (13 £ 2)kPa (1200 curvas de fuerza
tomadas en 5 geles); gel C (21 £ 3) kPa (900 curvas de fuerza en 3 geles); mientras
que para el gel D fue (54 £ 8 )kPa (1200 curvas de fuerza en 5 geles). También se
fabricaron geles con una elasticidad menor pero resulté dificil adquirir curvas de fuerza
que alcancen el punto de contacto, esto impidié el ajuste. Por este motivo se estimo el
valor del sustrato utilizando la proporcién en la que varié el médulo medido respecto al
valor de construccién del gel B, siendo la elasticidad del gel A (3.4t 0.5)kPa. Los
valores hallados de modulo de Young para los geles en mediciones independientes,
son reproducibles. Observamos que como esperabamos, el médulo de Young de un
hidrogel escala linealmente con la cantidad de “entrecruzador”, es decir de bis-
acrilamida, y esta acorde a datos publicados en la literatura. Este comportamiento
lineal de E se encontr6 para geles preparados con un amplio rango de
concentraciones de bis-acrilamida (0.03% a 0.3% w/v) y diferente porcentaje de
acrilamida (3%, 5%, 10%), cuando las mediciones en AFM se realizaron con sensores
de fuerza con geometria esférica o piramidal, y los datos fueron analizados usando
dos algoritmos independientes'°.
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8.1.4 Determinacion del médulo de Young de las células HC11

En esta seccion se presenta el analisis de la elasticidad de las células HC11 en
distintas condiciones: 1) al modificar quimicamente la tensién del citoesqueleto por la
accion del inhibidor Y-27632, y 2) al variar la elasticidad del sustrato, sembrando las
células en sustratos deformables de poliacrilamida (PAA).

Las propiedades biomecanicas en células animales estan determinadas
principalmente por el citoesqueleto, el cual se sabe que se remodela dinamicamente
durante distintos procesos bioldégicos como son la adhesion, la migracion celular, la
proliferacion y la diferenciacién'’. Existe un nimero limitado de técnicas que permiten
determinar las propiedades mecanicas en células, tales como cito-indentacion'?,
citometria magnética'®, pinzas 6pticas'®, aspiracion con micropipeta'®> y AFM'®. Como
se describio en el capitulo 5, AFM con sus distintos modos de operacion es una
valiosa herramienta para determinar no s6lo topografia sino también las propiedades
nanomecanicas y su evolucion en el tiempo.

Las curvas de fuerza realizadas sobre materiales blandos presentan como
caracteristica singular una desviacién al comportamiento lineal y una gran indentacion.
En este tipo de curvas el punto de contacto no se puede definir facilmente, por lo que
es necesario encontrar una region con fuerza constante para establecer el punto de
contacto, y asi poder extraer la elasticidad mediante el ajuste de la curva de fuerza. En
base a los resultados que se obtuvieron en el estudio de las propiedades
nanomecanicas de células procariotas (capitulo 5), se pens6 en primer lugar
implementar el modo avanzado de AFM para la linea celular HC11. Las primeras
curvas de fuerza en el modo convencional de contacto revelaron un nivel de
indentacion muy grande que lamentablemente, se tradujo en inconvenientes para
implementar el modo PF-QNM en las células HC11 vivas. La amplitud de indentacion
maxima de este modo (300nm) resulté insuficiente para adquirir curvas de fuerza bien
definidas. Frente a esta dificultad se intentd realizar un mapa de fuerza mediante el
modo Force Volumen. Este modo esta disefiado para confeccionar automaticamente
un mapa de fuerza de nxn pixeles registrando una curva de fuerza en cada pixel en un
area previamente determinada. Sin embargo, la variabilidad de la elasticidad de la
superficie celular condujo a que las configuraciones iniciales no sirvieran para todas
las regiones del mapa, ya que al cambiar de regién era necesario reconfigurar los
parametros para obtener curvas de fuerza. Debido a estos inconvenientes, y para que
se pudieran comparar los resultados obtenidos en las diferentes mediciones, se
decidié emplear la espectroscopia de fuerza registrando curvas individuales cuyos
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parametros se modificaron para cada caso. De esta manera se adquirieron cientos de
curvas de fuerza en posiciones determinadas de la célula, y a partir de las mismas se
obtuvo el médulo de Young mediante el ajuste de la curva de aproximacion por el
modelo de Sneddon ( Ec 3.3 del capitulo 3).

Para analizar el papel del citoesqueleto en la elasticidad celular, se trat6 a las
células HC11 cultivadas sobre vidrio-fibronectina con el reactivo Y-27632 a una
concentracion 10uM, y se adquirieron curvas antes y después del tratamiento. Se
trabajé con la celda para liquido en el AFM de manera de mantener las células vivas.
A partir de las curvas de fuerza se obtuvieron los modulos de Young para ambas
condiciones. Comparando los valores obtenidos a través del histograma de la Figura
8.5D se puede ver una disminucién significativa de la elasticidad en las células luego
del tratamiento (los valores del médulo de Young con y sin inhibidor corresponden a
poblaciones significativamente diferentes segun el test de Kolmogorov-Smirnov con
p<0.05). Este resultado es el esperado ya que el efecto del Y-27632 es disipar la
tensién del citoesqueleto inhibiendo a la proteina quinasa-asociada a Rho (ROCK)
pero sin afectar la integridad de los filamentos de actina. Este resultado se
correlaciona con lo publicado en la literatura donde drogas que afectan la integridad de
los filamentos de actina del citoesqueleto, como citocalasina B y D o latrunculina,
tienen un efecto dramatico sobre la elasticidad de células fibroblastos de ratén, la cual
decrece por un factor de 2-3, dependiendo de la concentracién de la droga. No se
observa el mismo efecto cuando se utilizan drogas que afectan a los microtubulos'”.

130



8. Dinamica molecular de las adhesiones focales ante variaciones en las condiciones de contorno mecanicas:

sustrato deformable

—— Aproximacion
—— Retraccion

0‘.0 012 0?4 0‘.6 0?8 1?0 112 1i4
Distancia (um)

D o | NEMCélula E 300 I HC11 en vidrio
I Célula + Inhibidor I HC11 en Gel 54kPa
200
8 3
= =
100
0,
4 6 8 10 12 14 16 18 0 10 20 30 40 50 60
Maédulo de Young (kPa) Médulo de Young (kPa)

Figura 8.5. Analisis de elasticidad mediante espectroscopia de fuerza para células HC11 vivas. (A)
Topografia de una regioén de una célula HC11 viva cultivada sobre un sustrato deformable de PAA con un
médulo de Young de 54kPa, adquirida en el modo contacto del AFM. Escala (0- 3.5) um. (B) Senal de
error, Escala: (0-30) nm. Barra de escala: 5um. (C) Curva de fuerza obtenida en la region recuadrada en
rojo. Sensor de fuerza modelo MSNL con constante elastica nominal (0.1-0.3)N/m. (D) Histogramas del
médulo de Young para 200 curvas de fuerza antes de aplicar el tratamiento con el inhibidor Y-27632
(negro, E promedio =(8.2+1.5)kPa), y 200 curvas después (rojo, E promedio =(16.3+0.7)kPa), cultivadas
sobre cubreobjetos. (E) Histogramas del moédulo de Young calculado para células cultivas en vidrio
(N=818, E promedio=(20.2+9.5)kPa), y sobre sustratos deformables de 54kPa (N=405, E promedio
=(19.5+10.9)kPa).

Los valores promedios obtenidos para elasticidad de las células HC11
cultivadas sobre cubreobjetos de vidrios-fibronectina se encuentran en el rango de
elasticidades informados en la literatura para células CHO™ (16kPa-35kPa), células
HeLa'® (10kPa a 30kPa), y fibroblastos® (3-12kPay 100kPa).

Con el objetivo de evaluar si la elasticidad de las células HC11 depende de la

elasticidad del sustrato usado, se cultivaron células sobre hidrogeles de poliacrilamida
y sobre cubreobjetos, ambos recubiertos con la proteina fibronectina. Las mediciones
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se realizaron principalmente en la regién periférica de las células. En la Figura 8.5E se
presenta la comparacién de los valores obtenidos para células cultivadas sobre vidrio y
para células cultivadas sobre un gel de PAA de elasticidad 54kPa. Luego de la
adquisicion y del analisis de las curvas de fuerza, no se detectdé una variacion
significativa en la elasticidad de las células cultivadas sobre los distintos sustratos
(vidrio y gel de PAA de 54kPa). Es interesante este resultado porque se ha
demostrado que la elasticidad del sustrato afecta la proliferacion de las células, la
velocidad de crecimiento, la expresion de genes y la diferenciacién osteogénica en
células madres embrionarias cultivadas sobre geles de PDMS?'. Por lo tanto se espera
una correlacién entre el aumento de la rigidez del sustrato y la elasticidad de la célula.
No es lo que observamos en nuestro sistema y concuerda con resultados publicados
para células endoteliales cultivadas sobre poliestireno o sobre matrigel donde la
elasticidad es ~ 8kPa cuando para hacer las mediciones tienen en cuenta la altura de

la célula®.

8.2. Cinética y dinamica de la proteina zixina en respuesta a la elasticidad del
sustrato

8.2.1. Cinética de disociacion de la proteina zixina evaluada mediante FRAP

Una vez optimizados la construccion de los geles y el cultivo de las células
HC11, se procedié a cultivar células transfectadas para investigar los efectos de la
elasticidad del sustrato en la cinética de la proteina zixina de la AF. Se realizaron
experimentos de FRAP en células HC11 expresando zixina-EGFP como marcador de
AF cultivadas sobre geles con distinto médulo de Young. La Figura 8.5.A presenta la
imagen confocal de la regién de una célula cultivada en un gel de 3.4kPa donde se
realiz6 el experimento de FRAP, sefialando la AF fotoblanqueada y las regiones de
control. También se muestran las intensidades en funcién del tiempo de cada regién
(Figura 8.6.B). La curva de recuperacién de la fluorescencia de zixina normalizada
obtenida segun el protocolo de la seccién 6.2 (capitulo 6) junto con el ajuste del
modelo de FRAP en la AF se observa en la Figura 8.6.C.

En la Figura 8.6. D y E se presentan los valores promedio de la fraccion mévil y
de la constante de disociacién de zixina en funcién de la elasticidad del sustrato. La
cantidad de experimentos realizados para los sustratos de 3.4 kPa, 13 kPa, y 54kPa,
fue 9, 15y 10, respectivamente. Para comparar como control se cultivaron las células
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sobre un sustrato rigido como un cubreobjetos de vidrio recubierto con fibronectina y
se hizo el experimento de FRAP. Se aplicé el test de Mann-Whitney que determiné
que los valores de k. de la zixina hallados en las AFs de células cultivadas sobre los
geles son significativamente mayores al valor para la zixina de las AFs de las células
adheridas al vidrio, mientras que los valores de la fraccién mévil se mantuvieron
constantes.
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Figura 8.6: Experimento de FRAP para estudiar la proteina zixina en células HC11 cultivadas sobre
sustratos de PAA. (A) Imagen confocal de una regién de la célula con AFs, en escala Hi-Lo. Barra de
escala = 1um. Recuadros azules son las regiones seleccionadas para medir la fluorescencia de fondo
(A.1), el citoplasma (A.2), la adhesién control (A.3) y la adhesién fotoblanqueada (A.4). (B) Intensidad de
fluorescencia en funcion del tiempo durante el FRAP para la sefial de fondo (negro), el citoplasma (azul),
la AF control (verde), que se usa para estimar el fotoblanqueo por adquisicion, y la AF fotoblanqueada
(rojo). (C) Curva de recuperacién de la fluorescencia de la zixina normalizada junto con el ajuste obtenido
con el modelo de FRAP en la AF. (D) ko promedio y (E) m promedio de la zixina respecto del
médulo de Young del sustrato. Rigidez del vidrio ~70GPa®®. Las barras representan el error SE. Se

realizé el test de Mann- Whitney respecto al vidrio donde se indica * para un p<0.05y ** p<0.01.
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Los resultados estan en concordancia con los publicados por Lele vy
colaboradores como se aprecia en la Tabla 8.2. Es notable encontrar que la ko para
zixina en células cultivadas sobre un gel de ~50kPa da un valor dos veces mayor que
en células cultivadas sobre vidrio recubierto con fibronectina, tanto para células
endoteliales como en la linea celular HC11. Para geles de 3.4kPa, en nuestro caso, la
constante es 2.5 mayor que la medida sobre vidrio.

sustrato t:(s) tiz(s) Kkog (1/5)

gel 13kPa 26+3 18+2 0.039 + 0.004 0.56 £ 0.03

vidrio ~70GPa 57+4 40+3 0.017 +0.001 0.41 £0.03

Valores iubllcados en Lele et al., 2006

gel 300kPa 0.13 £0.03

Tabla 8.2. Parametros cinéticos medidos para la proteina zixina usando FRAP. En la parte superior
de la tabla se presentan los valores de ti2, korr, tr Yy m para zixina-EGFP expresada en células HC11. Las
células se cultivaron sobre sustratos con distintas propiedades elasticas. En la parte inferior se muestran
los valores de la constante cinética de disociaciéon para zixina en células endoteliales cultivadas sobre
geles de PAA o vidrio.

En resumen, se observaron cambios en la constante de disociaciéon de la
proteina zixina encontrandose que disminuye a medida que aumenta la rigidez del

sustrato.

8.2.2. Dinamica de la proteina zixina mediante pointFCS

Para estudiar la dinamica de la zixina al modificar la elasticidad del sustrato se
realizaron experimentos de pointFCS. Se utilizé el protocolo descripto en la seccién
6.3 (capitulo 6) en células HC11 expresando zixina-EGFP, cultivadas en sustratos
deformables de PAA de 13kPa. Como control se realizaron experimentos en células
cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio. Para cada condicion de sustrato, se ajustaron
las curvas de auto-correlacion promedio por los modelos de una o de dos
componentes (Ec. 3.19 del capitulo 3), los graficos se muestran en la Figura 8.7. Del
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ajuste por una o dos componentes se estimaron los coeficientes de difusion efectivos
para la proteina zixina, resumidos en la Tabla 8.3, junto con las correspondientes

amplitudes.
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Figura 8.7: Experimento de FCS para células cultivadas sobre sustratos deformables. (A) Curva de
auto-correlacion promedio para zixina junto con los ajustes para 1 y 2 componentes en linea continua
verde y roja, respectivamente. Residuo correspondiente a cada ajuste. (B) Curva de auto-correlacion de

zixina para células cultivadas en vidrio.

EGFP N D (um%s) Go D, (um?/s) Goz

vidrio 8 825+0.76 0.00195 +0.00005
gel 13kPa 11 81+23  0.000464 + 0.000034

vidrio 8 11.1+23  0.00181+0.00014 0.26+0.63 0.00041 % 0.0025
gel 13kPa 11 =111 0.000444 +0.000053  =0.26 (7.9+7.8)x10°

Tabla 8.3. Analisis de la dinamica de zixina mediante pointFCS. Comparacién de los parametros
hallados para los experimentos de FCS en células HC11 cultivadas en sustratos deformables de PAA de
13kPa y en vidrio, para los ajustes de 1 y 2 componentes.

No se observan diferencias en los valores de coeficientes de difusién efectivos
obtenidos del ajuste por el modelo de una componente, en los distintos sustratos. Al
ajustar los datos experimentales obtenidos para el gel mediante el modelo de dos
componentes, en ambas componentes se obtuvo el mismo valor de coeficiente de
difusién efectivo (D1 = D,) y este valor fue el mismo que el obtenido del ajuste de 1
componente (D = D, = 8.25 pm?s). Esto sugeriria que los datos no se ajustan por este
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modelo. Ahora bien, el ajuste de los datos por el modelo de dos componentes, pero
fijando los valores de coeficientes de difusion efectivos a los encontrados en el caso
del vidrio, resulta muy similar al ajuste de una componente. Es posible que el modelo
de dos componentes se adecue a los datos pero éstos resultan mas dificiles de ajustar
dado que las curvas de auto-correlacién calculadas para las células cultivadas sobre
gel son mas ruidosas (Figura 8.7 A) en comparacién con las obtenidas sobre vidrio
(Figura 8.7 B)

Los valores de coeficientes de difusion efectivos para la proteina zixina,
obtenidos por los distintos ajustes, son similares para los diferentes sustratos
indicando que no hay un efecto significativo de |a elasticidad del sustrato.

8.3. Correlacion entre la traccion celular y la elasticidad del sustrato
8.3.1. Mapas de deformacion y traccion celular: Microscopia de Traccion (TFM)

El algoritmo empleado para reconstruir los campos de traccién considera que la
deformacién elastica del sustrato es inducida por una sola célula. Por lo tanto, para
medir TFM es necesario encontrar una célula aislada, es decir, las células deben estar
suficientemente separadas para que las deformaciones generadas por una célula no
interfieran en las de otra, se aconseja que la separacion entre células sea 20um?*. Una
vez hallada la célula de interés se registra la distribucién de los marcadores. Para ello
se adquirié una serie de imagenes a diferentes profundidades (Z stack), 3 planos en Z
cada 0,5um de la superficie (ver Figura 8.3, por ejemplo). Luego se aplico el
tratamiento con tripsina, retirando el medio de cultivo y colocando 1ml de solucién de
tripsina con EDTA (acido etilendiaminotetraacético). El tiempo necesario para separar
las células del sustrato, y permitir que el sustrato se relaje estuvo entre 15-20min. En
la Figura 8.8 se ilustra como el tratamiento con tripsina y EDTA hace que las células
se “desprendan” del sustrato, a la vez que se observa la fluorescencia de las
nanoesferas. Una vez realizado el tratamiento con tripsina, se adquirié la serie de
imagenes con el fin de encontrar el plano focal correspondiente a las mismas
nanoesferas, y de esta manera poder calcular su desplazamiento. Comparando los
diferentes planos se buscé mediante la correlacion cruzada de imagenes el par de
planos que tuvieran un desplazamiento maximo. Las imagenes se adquirieron para
1024x1024 o 1600x1600 pixeles dependiendo del tamano de la célula conservando

siempre un tamano de pixel menor a 70nm y aplicando un filtro Kalman 2.
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La alineacion de las imagenes respecto a la imagen PRE se realizé mediante la
funcién Template Matching del programa Fiji, para ello se consideré una region en el
borde de la imagen que no haya sido afectada por la traccién celular. A partir de las
imagenes PRE y POST aplicando el algoritmo MatPIV v. 1.6.1 de Matlab (seccion 3.3
del capitulo 3), se calcul6 el mapa de Deformacion. Se configurd el algoritmo para
comenzar con ventanas de interrogacion grandes 256x256 o 128x128 pixeles
(alrededor de 10um? cuyo tamafio se fue reduciendo, en potencias de 2, hasta
obtener ventanas de aproximadamente 32x32 o 16x16 pixeles (1um?). Con el objetivo
de reducir la distancia entre las ventanas de interrogacion se utilizé6 un solapamiento
del 50%.

Imagen PRE Imagen POST

Transmision

Fluorescencia

Figura 8.8. Experimento de TFM. En el panel superior se presentan las imagenes de transmision antes y
después del tratamiento con tripsina. En la imagen PRE se observa una célula HC11 completamente
extendida y aislada. En la imagen POST se aprecia que la célula se separé del sustrato. El panel inferior

el canal de fluorescencia muestra los marcadores dentro del gel de PAA (21kPa). Barra de escala: 10um

El mapa de deformacién presenta en cada ventana el vector de la deformacion
obtenido mediante la localizacién de los picos de la correlacion cruzada entre las
imagenes PRE y POST de cada ventana de interrogacion. El cédigo de colores

representa el médulo de la intensidad de la deformacién.

El campo de traccion se obtuvo aplicando Citometria de Traccion por
Transformada de Fourier (FFTC, del inglés Fourier Transform Traction Cytometry),
que resuelve el problema inverso (Ec 3.25 del capitulo 3), en el espacio de Fourier.
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Dado que el calculo de la tracciéon es un problema inverso mal condicionado, muy
sensible a errores en las deformaciones, para obtener una estimacion fiable se
necesita una técnica adicional de regulacion. En este trabajo se utiliz6 el método de
regularizacién de Tikhonov (Ec. 3.28 del capitulo 3) que incorpora un parametro de
regularizacién, A, que suaviza la soluciéon encontrada y cuyo valor es arbitrario. La
herramienta que se utiliz6 para seleccionar el valor éptimo del parametro de
regularizacién fue el criterio de la Curva-L (ver seccion 3.3 del capitulo 3).

La reconstruccién de la tracciébn mediante estos métodos requiere algunas
consideraciones. En primer lugar es muy importante la eleccion de la linea celular con
la que se va a trabajar ya que es necesario que las células sean adherentes y se
extiendan completamente sobre el sustrato. De esta manera las deformaciones del gel
estan principalmente contenidas en el plano y se minimizan las fuerzas normales a la
superficie del gel. También, se asume que las deformaciones medidas provienen de la
célula presente en el campo visual, por este motivo se eligieron células aisladas.

Por otro lado, se considera al sustrato como un material elastico, is6tropo y
semi-infinito. Los geles de PAA se pueden considerar elasticos para pequefas
deformaciones con respecto a la escala espacial de variaciéon de la deformacion, que
en este caso esta determinado por el tamafo caracteristico de las adhesiones focales.
Dado que el tamano tipico de las AFs es aproximadamente de 1um considerar un
desplazamiento u < 1um satisface la hipétesis. Ademas, si el grosor del gel es mucho
mayor que las deformaciones (que en general son del orden de micrdn), se puede
considerar al gel como un espacio semi-infinito. Por tal motivo se construyeron geles
con un espesor de 50um aproximadamente. El espesor del sustrato se midié
opticamente empleando el canal de transmisién en el microscopio confocal. Para
hacerlo se ubicé el borde del gel en el campo visual, se enfocé la superficie del gel y
luego la del vidrio para obtener el espesor.

Por ultimo, para el célculo de la traccién es necesario conocer parametros
elasticos del sustrato, como son su modulo de Young y el valor del radio de Poisson.
El valor del moédulo de Young se determina experimentalmente mediante
espectroscopia de fuerza; y se considera al gel como a un material incompresible,
siendo su valor de radio de Poisson igual a 0.5.

Como ejemplo, en la Figura 8.9.B se presenta la imagen de transmisién de una
célula HC11 viva cultivada sobre el sustrato deformable de 13kPa, antes del
tratamiento con tripsina, donde se marcé en linea roja el contorno de la célula.
Mediante el analisis de las imagenes confocales, PRE y POST, de los marcadores

138



8. Dinamica molecular de las adhesiones focales ante variaciones en las condiciones de contorno mecanicas:
sustrato deformable

fluorescentes antes y después del tratamiento con tripsina, se determiné el
desplazamiento de los marcadores dentro del sustrato como resultado de la fuerza
gjercida por la célula sobre el mismo. En la Figura 8.9.E se puede apreciar la
superposicion de las imagenes confocales de los marcadores de referencia dentro del
gel antes (verde) y después (rojo) de remover la célula, para la regiéon seleccionada en
la Fig.8.9.B. Se confeccion6 el mapa de deformacion (Figura 8.9 A y ampliaciéon D)
donde se observa la direccion y magnitud de la deformacién del sustrato para cada
ventana de interrogacién. El mapa de traccion reconstruido, se aprecia en las Figuras
8.9.C y F. Como se espera, los mayores desplazamientos y tracciones se observan
principalmente en la periferia de la célula donde se encuentran las adhesiones focales.

80 50 60
x{jam) A{um) x{pm)

Figura 8.9. Microscopia de Traccion. (B) Imagen de transmisién (1600x1600 pixeles, tamafo del pixel
47nm) de una célula HC11 cultivada sobre un gel de PAA de 13kPa. (A) Mapa de Deformacién muestra la
direccién e intensidad de la deformacién para cada ventana. (C) Mapa de Traccion con el dibujo del
contorno de la célula en linea roja. Analisis de la region periférica de la célula delimitada en (B). Mapas de
deformacién (D) y traccién (F) de la zona ampliada. (E) Superposicién de las imagenes confocales de los
marcadores de referencia dentro del gel antes (verde) y después (rojo) de remover la célula. Tamafo de

la ventana de interrogacion 0.77um Barra de escala 10um.

Los mapas calculados contienen informacién vectorial de la deformacion y la
traccién. Con el fin de extraer informacion concerniente solamente a la célula, se
define manualmente una mascara seleccionando el area de la célula a partir de la
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imagen de transmisién. Aplicando la mascara en cada mapa se confeccionan los
histogramas del médulo y del valor de cada componente de las magnitudes medidas.
Esta mascara también sirve para calcular los valores medios de la magnitud de la
deformacién y de la traccion ejercida por la célula sobre el sustrato. En la Figura 8.10
A se presenta el campo de traccion en la regiéon correspondiente a la célula, que se
utilizé para calcular el valor promedio de la magnitud de traccién ejercida por la célula.
En la (Figura 8.10 C) se muestran los histogramas de la magnitud y de las
componentes de la traccion. Del mismo modo se aplica la mascara al campo de
deformacién y se confeccionan los histogramas para la deformacién (Figura 8.10 B).
En este ejemplo, el valor promedio de la deformacién del sustrato es menor al
micrometro, (0.30£0.12)um y la magnitud de la traccién promedio ejercida por la célula
es de (129151)Pa.
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Figura 8.10. Analisis TFM. (A) Campo de traccién limitado a la regién de la célula. Barra de escala 10um.
(B) Histogramas de las componentes del deformacién, U, y su magnitud, /U] y (C) de las componentes de
traccién, T, y su magnitud /T]. Los valores promedio de las magnitudes de deformaciéon y la traccion fueron
(0.30£0.12) um y (129+51)Pa respectivamente.

8.3.2. Efecto de la elasticidad del sustrato en la generacion de traccion celular

Para analizar el efecto de la elasticidad del sustrato en la generacién de
fuerzas en la célula, se confeccionaron mapas de traccion a partir de experimentos de
TFM de células HC11 cultivadas sobre geles de poliacrilamida de diferente médulo de
Young (3.4kPa, 13kPa y 54kPa). Para las elasticidades estudiadas se presentan en la
Figura 8.11 los mapas de deformacién y traccién junto con la imagen de transmision.
En todos los casos se aprecia que las células se encuentran aisladas, completamente
extendidas y las deformaciones se encuentran localizadas en la periferia de la célula.
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En este ejemplo, también se puede distinguir que las tracciones generadas aumentan
a medida que el sustrato es mas rigido.
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Figura 8.11. TFM para sustratos de diferente elasticidad. Mapas de Deformacion (A1, A2, A3) vy
Traccion (C1, C2, C3) para células cultivadas en sustratos de diferente médulo de Young (3.4kPa, 13kPa
y 54 kPa). El contorno de cada célula se dibujé en cada imagen con lineas de puntos roja. Imagenes de
transmision (1024x1024) (Tamario del pixel:(B1) 51nm, (B2) 48nm, (B3) 59nm). Barras de escala 10um.

Aplicando las méascaras de cada célula se extrajeron los valores medios de
deformacién y traccion ejercida por la célula en cada gel. Se realizé el analisis de TFM
para células de diferentes cultivos y, el promedio se presenta en la Figura 8.12. Los
valores medios de las deformaciones disminuyen en funcién del aumento del modulo
de Young del sustrato aunque no se vieron diferencias significativas. Por otro lado, la
traccion celular promedio aumenta significativamente al aumentar la rigidez del

sustrato.
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Figura 8.12. Analisis de TFM para sustratos de diferente médulo de Young. (A) Deformacion
promedio y (B) Traccién promedio generadas por las células HC11 cultivadas sobre sustratos de PAA de
diferente elasticidad (N=4, N=8, N=2 células para los geles de 3.4kPa, 13kPa y 54kPa;) (las barras son el
error SE). Los valores de deformacién y traccion promedio se analizaron mediante el test de Mann-
Whitney, con un * se indican las poblaciones que son significativamente diferentes entre si (p<0.05).

Los resultados indican que en las células cultivadas en medio mas rigidos se
generan fuerzas de traccion mayores. Este resultado esta en la misma direccion que lo
publicado para un estudio de células normales y tumorales cultivadas en sustratos de
diferente propiedades® (E = 1 a 10 kPa), donde encuentran que las fuerzas de
traccion aumentan en funcién de la rigidez del sustrato, y son mayores para las células
tumorales con respecto a las no tumorales.

8.4. Correlacion entre fuerzas de traccion celular y cambios en la cinética de la
proteina zixina

Hasta este punto del trabajo de Tesis se evaluaron los efectos de la dureza del
sustrato en la generacién de la fuerza de traccién y en la cinética de disociacién de la
proteina zixina en forma independiente. En la Figura 8.13 se presenta el gréafico de la
traccion celular promedio en funcién de la constante de disociacion de la proteina
zixina para los sustratos de PAA con diferentes valores de elasticidad estudiados en
las secciones 8.3.2 y 8.2.1. Este gréafico sugeriria que las células que generan
mayores tracciones son las que presentarian adhesiones focales con menores valores
de la constante de disociacion de la proteina zixina, es decir son adhesiones focales

en las que la proteina tiene un tiempo de residencia mayor.
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Figura 8.13. Correlacion entre traccion celular y cinética de disociacion de la proteina zixina.
Gréfico de la traccion celular promedio en funcién de la constante de disociacién de la proteina zixina
variando las condiciones de contorno mecanicas.

Con el objetivo de correlacionar las fuerzas ejercidas por las células, con la
cinética de disociacién de la proteina zixina, se implementaron en forma conjunta TFM
y FRAP. El protocolo de medicién se modificé levemente, luego de adquirir la serie de
imagenes PRE para TFM, se realizaron los experimentos de FRAP; mediante el
tratamiento de tripsina se eliminaron los contactos adhesivos célula/sustrato, y
finalmente se adquiri6 la serie de imagenes POST.

En la Figura 8.14 se resume el experimento conjunto TFM-FRAP realizado para
una célula HC11 expresando zixina-EGFP cultivada sobre un sustrato de 3.4kPa. La
figura se divide en dos blogues: (I) corresponde a los resultados de FRAP mientras (ll)
muestra los resultados de TFM. En la Figura 8.14(l) se observa la superposicién de las
imagenes de transmisién y de fluorescencia donde se resaltan con recuadros de color
negro las regiones que contienen las adhesiones focales que se estudiaron mediante
FRAP. Su correspondiente mapa de traccion se observa en la Figura 8.14(ll) al igual
que las ampliaciones de las regiones estudiadas en FRAP. Para cada regi6n estudiada

se determino el valor de traccion promedio.
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Figura 8.14. Experimento conjunto FRAP y TFM aplicados a la misma célula. (I) Superposicién de las
imagenes de transmisién y de fluorescencia de una célula cultivada sobre un sustrato de 3.4kPa de
elasticidad. Los recuadros indican las regiones seleccionadas para el analisis de FRAP donde se marcan
las regiones consideradas en el calculo de la curva de recuperacion. Barra de escala 10um. (ll) Mapa de
traccién. Ampliaciones de las regiones seleccionadas para el célculo de la tracciéon promedio.

Finalmente, se confeccioné el grafico de la traccién promedio, en cada region,
respecto del valor de la constante de disociacién de zixina de las AFs perteneciente a
la misma region. Este gréafico junto con la tabla que resume los resultados del
experimento conjunto de TFM y FRAP se presentan en la Figura 8.15.
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Figura 8.15. Resumen de los resultados TFM y FRAP. Valores promedio calculados en cada regién
donde se realiz6 el experimento de FRAP en funcién de la constante de disociacion de zixina calculada
en las AFs.
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El andlisis de los datos indicaria una posible correlacién (a nivel de adhesion
focal) entre la cinética de disociacion de zixina y la magnitud de las fuerzas de traccién
ejercida por una adhesién focal: sugiriendo que ejercerian mayor fuerza de traccion las
adhesiones focales que presentan una menor constante cinética de disociacion para la

zixina.

8. 5 Conclusiones

v Se fabricaron como sustratos elastico deformables geles de
poliacrilamida variando las concentraciones y relaciones entre sus componentes con el
fin de obtener sustratos de distinta dureza, incluyendo el agregado de nanoparticulas
fluorescentes y la modificacién quimica de su superficie para hacerlo compatible con el
cultivo de células. Mediante la Espectroscopia de Fuerzas, se caracterizé la elasticidad
de los geles de poliacrilamida con el fin de obtener médulos de Young confiables para
la reconstruccion de las fuerzas generadas por las células sobre el gel. Ademas, se
evaluo la elasticidad de las células HC11 cultivadas sobre distintos sustratos.

v" Se evaluaron los efectos de la elasticidad del sustrato en la cinética de
disociacion de la proteina zixina de la adhesién focal mediante FRAP y en la difusion
mediante FCS. Se encontrd que la constante de disociacién disminuye a medida que
aumenta la rigidez del sustrato, mientras que su difusiéon no se veria alterada.

v' Se confeccionaron mapas de traccidon a partir de experimentos de
microscopia de fuerza de traccién (TFM) de células HC11 cultivadas sobre geles de
poliacrilamida de diferente dureza. El analisis de los mapas indica que la magnitud de
las fuerzas generadas por las células aumenta al cultivarlas sobre sustratos mas
rigidos.

v Se implementaron en forma conjunta TFM y FRAP en células
transfectadas que expresan la proteina zixina fusionada a EGFP para correlacionar la
generacion de traccion con la cinética de la proteina zixina. Los resultados sugeririan
que ejercerian mayor fuerza de traccion las adhesiones focales que presentan una
menor constante cinética de disociacién para la zixina.
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Si bien son datos preliminares, los resultados encontrados indicarian una
posible correlacion entre la dinamica molecular de la adhesién focal y la generacion de
fuerza de traccion. Cabe destacar que el experimento conjunto TFM-FRAP es pionero
en la correlacién de informacién obtenida por la combinacién de distintas técnicas para

el estudio de mecanotransduccién celular.
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9. Conclusiones generales

El objetivo general del trabajo de Tesis fue estudiar como las propiedades
mecanicas del sustrato modulan la organizacién-dindmica de proteinas en la adhesion
focal en células vivas. El desafio que se presento para abordar el trabajo fue combinar
e integrar diferentes técnicas que poseen una alta resolucién espacio-temporal para
correlacionar eventos altamente localizados en la célula viva con las propiedades
mecanicas del entorno. En este contexto, en el marco del trabajo de Tesis, se
implementaron y optimizaron distintas microscopias y espectroscopias avanzadas en
combinacion con técnicas de cultivo celular y de preparacién de sustratos artificiales
para el cultivo de células.

Mediante diferentes muestras, se demostré que la espectroscopia de fuerza, y
en particular el modo avanzado Peak Force QNM, es una excelente herramienta para
mapear/cuantificar las propiedades nanomecanicas de una muestra. Se logré una
caracterizacion en funcién de la temperatura, no sélo de la topografia, sino también de
sus propiedades, de sustratos termo-responsivos construidos a partir de multicapas
intercaladas de microgel. Se observd un cambio en la topografia de la superficie que
se corresponde con el cambio de fase del polimero. El andlisis de las curvas de fuerza
permitio determinar que el médulo de Young aumenta y que la muestra se vuelve mas
adherente, con la temperatura. Para el sistema nanoestructurado EPOXI-SISe
reforzado con nanotubos de carbono funcionalizados con poliestireno (NTC-PS),
mediante los mapas de adhesion, se resolvié la estructura interna de los nanodominos
del copolimero de bloque. Ademas, se encontré una mayor energia disipada para el
material que tiene en su composicidon mayor proporcion de copolimero de bloque y de
NTC-PS, valor hasta seis veces superior respecto al material epoxi sin modificaciones,
por lo que el material tendria mayor tenacidad. Se realizd también el andlisis
cuantitativo de las propiedades mecanicas de bacterias Gram (+) y Gram (-) cuando
son tratadas con iones y nanoparticulas de plata. Se observé una disminucién en la
elasticidad celular, en Staphylococcus aureus y en Pseudomonas aeruginosas, en

respuesta a los tratamientos con iones Ag en comparacion a las bacterias control.
En la linea celular HC11, derivada de epitelio mamario de ratén, se optimizé la

expresion de los plasmidos que codifican las proteinas de adhesiones focales (zixina,

vinculina, paxilina, FAK, integrina) fusionadas a las proteinas fluorescentes en el
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visible (VFPs: EGFP/mCherry/Venus/mTFP). La expresion de las proteinas quimera y
su localizaciéon en células cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio recubierto con
fibronectina, se visualizé por microscopia confocal. Mediante la determinacién de los
parametros cinéticos/dinamicos moleculares, por espectroscopia de fluorescencia, se
evalué la dinamica de las adhesiones focales de células cultivadas sobre sustrato no
deformable. Mediante la recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueo
(FRAP), se caracteriz6 la cinética de disociacion de la proteina zixina en células HC11
control y células tratadas con el inhibidor Y-27632, el cual disipa la tensién del
citoesqueleto. Se observo que el valor promedio del ks para zixina aumenta cerca de
1.5 veces con el tratamiento quimico, mientras que la fracciébn moévil aumenta 1.2
veces con respecto al control. Estos resultados indican que la proteina zixina “sensa” y
responde a fuerzas mecanicas en la linea celular HC11. Aplicando la técnica de
espectroscopia de correlacion de fluorescencia (poinfFCS), se analizaron los
coeficientes de difusién efectivos de diferentes proteinas de las adhesiones focales.
Se estudi6 la interaccién de los pares de proteinas de la adhesion focal EGFP-
vinculina/mCherry-Paxilina y EGFP-FAK/mCherry-Paxilina, mediante la correlacion
cruzada de las fluctuaciones de fluorescencia (FCCS), y se estimé una constante de
asociacion aparente para cada par de proteinas estudiado.

Mediante el uso de un dispositivo estirador mecanico, se evalué la respuesta al
estimulo mecanico externo a nivel de la organizacién y de la dinamica de adhesiones
focales en células vivas. Se caracterizé y verificd el estiramiento equibiaxial, producido
por el dispositivo, sobre las membranas de silicona/fibronectina en las que se
cultivaron las células, y se comprob6é que el estiramiento de la membrana es
eficientemente transmitido a las células. Se monitorearon células HC11 sometidas a
sucesivos estiramientos, en comparacion con células control a tensién constante. Se
observd que las adhesiones focales tienden a persistir cuando se aplica tensién a la
célula, disminuyendo el nimero de adhesiones focales que se desensamblan y el de
adhesiones nacientes. Las adhesiones focales persistentes en respuesta al
estiramiento equibiaxial del sustrato, aumentan significativamente en longitud y en
area en comparacion con células control a tensién constante. Ademas, se observé que
el estimulo mecanico aumenta el reclutamiento de la proteina zixina en las adhesiones
focales, y dispara su translocacién a los filamentos de actina. Mediante FRAP, se
evalud la cinética de disociacion de la proteina zixina en células vivas en funcion del
estiramiento equibiaxial. Se encontré6 que al incrementar la magnitud del estimulo
mecanico, la constante de disociacion de la proteina zixina disminuye
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significativamente. Estos resultados extienden la naturaleza mecanosensora de la

proteina zixina en la linea celular HC11.

Con el fin de correlacionar la dinamica molecular de las adhesiones focales y
las fuerzas de traccion celular, en funcién de las propiedades mecanicas del sustrato,
se implementé la microscopia de fuerzas de traccién (TFM). Mediante el uso de geles
de poliacrilamida de diferente elasticidad, se gener6 la variacion en las condiciones de
contorno mecanicas para las células cultivadas sobre estos sustratos deformables. En
primer lugar, se caracterizaron las propiedades mecéanicas de los sustratos
deformables, y de las células HC11 cultivadas sobre los distintos sustratos. Ademas,
se evalud el efecto de la elasticidad del sustrato sobre la cinética de disociacién de la
proteina zixina mediante FRAP, y sobre su difusién por pointFCS. Se encontrd que la
constante de disociacién para la proteina zixina disminuye a medida que aumenta la
rigidez del sustrato, mientras que su difusiébn no se veria alterada. Por TFM se
obtuvieron mapas bidimensionales de la deformacién del sustrato como consecuencia
de las fuerzas transmitidas por la célula al sustrato, a partir de ellos y conociendo
propiedades mecanicas del sustrato, se reconstruyeron mapas de traccién. El analisis
de los mapas indic6 que la magnitud de las fuerzas generadas por las células aumenta
al cultivarlas sobre sustratos mas rigidos. Se graficaron los datos obtenidos
independientemente por TFM y por FRAP, para células (zixina) cultivadas en geles de
diferente elasticidad. El analisis sugeriria que las células que generan mayores
tracciones son las que presentarian adhesiones focales con menores valores de la
constante de disociacion de la proteina zixina. Para correlacionar en una misma célula,
las fuerzas de traccion celular con la cinética de disociacién de la proteina zixina, se
implementd en forma conjunta un experimento de TFM y FRAP. Los datos indicarian
que las fuerzas que genera y transmite la célula al sustrato son mayores en las
adhesiones focales que presentan una menor constante cinética de disociacion para la

zixina.

En resumen, la implementacién y puesta a punta de diferentes técnicas de
microscopia y espectroscopia avanzadas permitieron analizar la dindmica de las
adhesiones focales para correlacionar propiedades moleculares/celulares respecto de
las propiedades mecanicas del entorno. Los resultados abren nuevas direcciones en el
sistema en estudio de la dinamica de las adhesiones focales y el proceso de
mecanotransduccion celular. Por ejemplo, el andlisis de la correlaciéon de las fuerzas
de traccion celular con la medicién de la tension intracelular, a nivel de adhesiones

individuales, en funcién de la rigidez del entorno mecanico daria informacién sobre el
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modulado de los pasos de mecnosensado y mecanotransduccion. A nivel bioquimico
molecular, mediante el silenciamiento de la expresién de proteinas adhesivas se
expondria la regulacién de las interacciones entre distintas proteinas de la adhesién
focal siempre en funcion de la variacién de las condiciones de contorno mecanico. Sin
lugar a dudas, el uso de nanoscopias de super-resolucion mejoraria la resolucion
espacial y los mapas de traccion celular.
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