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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad cronica, degenerativa y
letal, de origen desconocido y que se encuentra asociada al envejecimiento.
Durante el proceso de envejecimiento, el pulmoén experimenta un aumento
de rigidez de manera normal. Sin embargo, cuando se presenta un proceso
fibrotico, la rigidez del pulmén es ain mayor, debido a que los septos
alveolares se engrosan por el deposito excesivo de matriz extracelular
(MEC), secretado principalmente por fibroblastos/miofibroblastos,
reduciendo la elasticidad del pulmén e impidiendo su correcto

funcionamiento.

En el presente trabajo se propuso un modelo de cultivo de fibroblastos
pulmonares normales humanos sobre matrices compuestas del polimero
poli-dimetilsiloxano (PDMS), que se caracteriza por ser transparente,
biocompatible, de bajo costo, de facil preparacion, permeable a los gases y
de rigidez modulable. Se consideraron tres modulos de rigidez de las
matrices; 17, 69 y 164 kPa. Las observaciones realizadas de los fibroblastos
cultivados sobre estas matrices, se compararon con las hechas en
fibroblastos cultivados sobre las placas de cultivo tradicional (2GPa) de
poliestireno, que como se puede ver, la rigidez de este material es varios

ordenes de magnitud mayor a la de las matrices de PDMS usadas.

El objetivo de estas comparaciones fue el tratar de identificar si existen
diferencias en la expresion de o-SMA, en el cierre de herida, en el
crecimiento celular y en el arreglo del citoesqueleto de actina, entre
fibroblastos cultivados sobre matrices de diferente y menor rigidez, con

respecto a los fibroblastos crecidos sobre las placas de poliestireno.

En los experimentos de cierre de herida, conteo del numero celular,
expresion de o-SMA y de transfeccion de actina marcada con red
fluorescent protein (RFP), se observaron diferencias significativas entre los

fibroblastos de las matrices de PDMS con respecto a los fibroblastos



cultivados sobre las cajas de poliestireno. Sin embargo, entre los
fibroblastos cultivados sobre las matrices de PDMS de diferente modulo de
Young en ningun caso se observaron diferencias significativas. Aunque en
este estudio se establecieron avances en la preparacion de andamios se
requieren mas estudios para proponer un modelo de cultivo celular que
pueda ser de utilidad para evaluar el comportamiento celular en

condiciones cercanas a las fisiologicas.
ABSTRACT

Idiopathic pulmonary fibrosis is a chronic, degenerative and lethal disease
of unknown origin that is associated with aging. During the aging process,
the lung undergoes an increase in stiffness. However, when a fibrotic
process occurs, the stiffness of the lung is even greater, because the
alveolar septa are thickened by the excessive deposit of extracellular
matrix (ECM), secreted mainly by fibroblasts / myofibroblasts, reducing the

elasticity of the lung. preventing its proper functioning.

In the present work a culture model of human normal lung fibroblasts was
proposed on matrices composed of poly-dimethylsiloxane polymer (PDMS),
which is characterized by being transparent, biocompatible, cost-effective,
easy prepare, permeable to gases and a modulable stiffness. Three matrix
stiffness modules were considered; 17, 69 and 164 kPa. Observations made
of the fibroblasts grown on these matrices were compared with those made
in fibroblasts grown on the plates of traditional culture (2GPa) of
polystyrene, which as you can see, the rigidity of this material is several

orders of magnitude higher than the of the PDMS matrices used.

The aim of these comparisons was to try to identify if there are differences
in the expression of a-SMA, in wound closure, in cell growth and in the
arrangement of the actin cytoskeleton, between fibroblasts grown on
different and lower stiffness matrix, with respect to fibroblasts grown on

polystyrene plates.



In wound healing assay, cell count, a-SMA expression and actin transfection
marked with red fluorescent protein (RFP), significant differences were
observed between the fibroblasts of the PDMS matrices with respect to the
cultured fibroblasts on the polystyrene plates. However, no significant
differences were observed between the fibroblasts grown on the PDMS
matrices of different Young's modulus. Although advances in the
preparation of scaffolds were established in this study, further studies are
required to propose a cell culture model that may be useful for evaluating

cellular behavior in conditions close to physiological conditions.



INTRODUCCION

Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI)

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad cronica,
degenerativa y letal. Se ha propuesto que es el resultado de una serie de
danos en el epitelio alveolar, con una subsecuente reparacion desregulada
del parénquima pulmonar, donde ocurre una activacion aberrante del
epitelio alveolar, con la secreciéon de una amplia variedad de factores de
crecimiento, citocinas, quimiocinas, metaloproteasas de matriz y moléculas
involucradas en el desarrollo embrionario. Esto induce la migracion,
proliferacion y activacion de células mesenquimales, culminando en un
deposito excesivo de matriz extracelular, que impide el correcto

funcionamiento del pulmon (1, 2).

A pesar de que se conocen ciertos mecanismos subyacentes de esta
patologia, como su nombre lo indica, es un padecimiento de causas
desconocidas. Se han identificado factores de riesgo ligados al desarrollo
de este padecimiento, como el tabaquismo, la exposicion a humo de lefa y
herencia genética con un patréon de transmision con penetrancia reducida.
Ademas, el envejecimiento figura como un elemento importante de riesgo,
ya que esta enfermedad suele presentarse sobre todo en individuos

mayores de 55 anos (3)

El envejecimiento posee una serie de marcas distintivas (Fig. 1), y varias de
estas marcas se han podido identificar en pacientes con FPI, aunque tienen
la variante de que suelen presentarse con una mayor gravedad en

comparacion con individuos control apareados por edad (4).

Algunas marcas del envejecimiento que se han podido observar en células
epiteliales alveolares de pacientes con FPI son el acortamiento
anormal de los telomeros, una subsecuente muerte celular por

apoptosis, senescencia celular, asi como una disfuncion



mitocondrial, inestabilidad gendmica y defectos en la proteostasis

_ »ﬁ\

il

Fig. 1. Marcas distintivas del envejecimiento. El envejecimiento es un proceso
caracterizado por modificaciones en la regulaciébn molecular, celular y tisular. El
envejecimiento conlleva un deterioro de la integridad fisioloégica, promoviendo el
desarrollo de un gran numero de enfermedades, entre ellas la FPI. Modificado de: Cell
2013; 53.

Ademas de las células epiteliales alveolares, otros tipos celulares en FPI
también presentan una serie de procesos alterados. Entre estos se pueden
mencionar a los fibroblastos pulmonares, que de manera normal se
encuentran en pequenas poblaciones en el septo alveolar produciendo
moléculas de la matriz extracelular en bajas cantidades, aunque durante un
proceso fibrotico muestran una sobreactivacion, promoviendo la
acumulacion de matriz extracelular (MEC), principalmente colagena tipo I,

entre otras moléculas. Este deposito excesivo de MEC lleva a una alteracion



en la distensibilidad pulmonar, es decir, se favorece el aumento en la
rigidez del tejido pulmonar, alterando las senalizaciones intracelulares por
cambios en los estimulos mecanicos percibidos por los fibroblastos. De
manera normal, durante el envejecimiento hay un aumento en la rigidez
del pulmoén, lo cual podria estar fungiendo como activador de vias de

senalizacion profibroticas en pacientes susceptible a desarrollar FPI (5).
Fibroblastos

Los fibroblastos son células de origen mesenquimal, propias del tejido
conjuntivo, con un reticulo endoplasmico pequeio (en comparacion con la
forma activa, los miofibroblastos), un nucleo aplanado y heterocromatico,
tienen forma de huso y al expresar colagenas intersticiales (colagena tipo I
y III), son las encargadas de la sintesis y deposito de la matriz extracelular
(MEC) (6,7) Existen marcadores bien establecidos para fibroblastos pero
ninguno de ellos es exclusivo de fibroblastos, ni se encuentra en todos los
fibroblastos (Tabla 1) (8).

Vimentina Proteina de asociacibn a Diversos
filamentos intermedios
wa-actina del muasculo liso Generacion de fuerzas Miofibroblastos

contractiles para el cierre de

heridas

Desmina Proteina asociada a filamentos Fibroblastos de piel
intermedios

Proteina activadora de Serin proteasa Fibroblastos activados

fibroblastos (FAP)

Tabla 1. Marcadores de fibroblastos. Existen diversos tipos de fibroblastos,
caracterizados por la expresion de ciertos marcadores moleculares. Para los
miofibroblastos, el marcador por excelencia es la a-actina del musculo liso. Modificado de:
Nature Reviews Cancer. 2006; 6: 392-401, Am J Pathol. 2005; 166(5): 1343-1351.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1606390/

Las caracteristicas fenotipicas de los fibroblastos pueden variar de acuerdo
al tipo de tejido en el que se les encuentre y a su origen. Se han realizado
estudios comparando los patrones de expresion génica de fibroblastos
provenientes de diversos sitios, mostrando una alta diversidad en estos
patrones de expresion (6). Para los fibroblastos pulmonares, se ha
observado una diferencia en la expresion de colagena y heterogeneidad en
la expresion de marcadores de superficie, como en el caso de los
fibroblastos thy-1(+) y thy-1 (-), en los que se ha visto que la ausencia de

este marcador se correlaciona con procesos fibrogénicos (9).

Por su parte, los fibroblastos periodontales tienen diferencias en la
morfologia, produccion de colagena y glucogeno (7). Otros ejemplos son
los fibroblastos fetales de piel, los cuales expresan altos niveles de
colagena tipo I y V, mientras que los fibroblastos fetales pulmonares no lo
hacen pero si expresan, exclusivamente, los factores de transcripcion
FOXF1 y FOXP1. Estas diferencias fenotipicas, no hacen otra cosa mas que
mostrarnos que los fibroblastos provienen de distintos linajes con

diferenciacion sitio-especifica (8).

Los fibroblastos pueden ser activados, llegando a ser células con un
aumento en su actividad metabolica, es decir, aumentando su capacidad de
sintetizar moléculas propias de la MEC, factores de crecimiento, de
metaloproteinasas de matriz (MMPs) e inhibidores de metaloproteasas
(TIMPs). En un estado activo, poseen un gran nucleo eucromatico oval, con
uno o dos nucléolos, con reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi
prominentes (6). Cuando se encuentran bajo esta condicion son llamados
miofibroblastos debido a que mantienen caracteristicas de fibroblastos y
adquieren algunas otras de célula muscular, como haces de
microfilamentos con cuerpos densos dispersos entre ellos, uniones gap y
fibronexos (union célula-matriz a través de un haz de miofilamento
alineado que entra en contacto con fibrillas de fibronectina en varios

puntos de la superficie celular) (10, 12, 13). Otra de estas caracteristicas
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tipo célula muscular, adquirida en la diferenciacion a miofibroblasto, es su
capacidad contractil, similar a la de las células musculares, debido a la
expresion de la proteina alfa actina del musculo liso (a-SMA), isoforma de
la actina tipica de células musculares lisas vasculares. La «-SMA le da al
fibroblasto una capacidad de generar fuerza contractil, que le permite

participar de manera importante en el cierre de heridas (10,11, 13).

Después del dano, los fibroblastos se diferencian en miofibroblastos, los
cuales pueden tener multiples origenes de acuerdo al sitio donde se
encuentren. Se sostiene que la mayoria provienen de células
mesenquimales residentes locales como los fibroblastos, células
musculares lisas o células estrelladas hepaticas. También se considera que
pueden provenir de otras fuentes locales, como lo son las células
epiteliales o endoteliales, a través de una transicion epitelio mesénquima
(TEM) o incluso, se sostiene que pueden tener su origen a partir de

fibrocitos provenientes de la médula 6sea (10).

Se han reconocido diversos estimulos que regulan la diferenciacion de
miofibroblastos, como factores de crecimiento transformante beta (TGF-B),
factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), factor
de necrosis tumoral (TNF-a), angiotensina II y aldosterona. También se sabe
que los miofibroblastos se pueden activar por contacto célula-célula con
leucocitos través de moléculas como la molécula de adhesion intercelular
1 ICAM1) o la molécula de adhesion vascular 1 (VCAM1). Dentro de otros
factores de activacion de miofibroblastos estan, la presencia de especies
reactivas de oxigeno, composicion alterada de la MEC, la presencia de la
variante de la fibronectina ED-A y la tension mecanica (10-12, 14). La
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos es clave en el desarrollo de
diversos procesos fisiologicos, como el desarrollo embriologico,
crecimiento, mantenimiento de la homeostasis y reparacion de varios

tejidos. Asl mismo, son determinantes para la progresion de algunas
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enfermedades como el cancer, la enfermedad de Dupuytren, escleroderma,

cicatriz hipertrofica y la fibrosis (7, 12).

La diferenciacion a miofibroblastos permite asegurar la integridad del
tejido dafado por medio de la secrecion de matriz extracelular, proceso
controlado a través de estimulos mecanicos por parte de la MEC y los

miofibroblastos, generando asi, un asa de retroalimentacion positiva (15).
Activacion de miofibroblastos por rigidez

En estudios previos, como el realizado por Balestrini et al, 2012, se ha
observado que al cultivar lineas celulares de fibroblastos sobre matrices
con modulos de rigidez similares a los fisiologicos para pulmon (0.5-15
kPa) (16) la expresion de a-SMA se ve reducida, contrario a lo que ocurre
con los fibroblastos cultivados sobre matrices de mayor rigidez (>15 kPa),
obteniendo en estas condiciones, una expresion mayor de a-SMA. Se han
descrito diversos procesos ligados a la activacion de miofibroblastos por
cambios en la mecanica de la matriz, algunos de estos son por activacion
de vias de senalizacion como la de Rho/ROCK o la activacion de TGF-B
latente (17, 18).

Ademas de cambios en la expresion de a-sma, se ha demostrado que los
fibroblastos cultivados sobre matrices con distintos modulos de rigidez,
muestran otro tipo de modificaciones, como la dispersion morfologica, la
migracion, expresion génica y la proliferacion (17, 18). Por ellos es
importante evaluar el papel de la rigidez de la matriz en patologias como la
FPI, donde la remodelacion de ésta implica importantes modificaciones
mecanicas en este tejido, alterando el comportamiento de las células

residentes.
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Actina

La actina es la proteina mas abundante en las células eucariontes y se
encuentra altamente conservada. Sus interacciones son del tipo proteina-
proteina, por lo que sus monomeros (G-actina) son capaces de formar
filamentos (F-actina) por la hidrolisis de moléculas de ATP. La actina tiene
una participacion en muchas funciones celulares, como la motilidad,
mantenimiento de la forma, remodelacion de la cromatina, regulacion
transcripcional y trafico vesicular. En conjunto con la miosina, también se

encarga de regular la contractilidad muscular (19).

Una de las razones por la cual la actina tiene tantas funciones es que tiene
seis isoformas, todas participan en la formacion de fibras de estrés. En
aves y mamiferos podemos encontrar seis genes, cada uno codificando
para una isoforma diferente. Cuatro de estas isoformas; a-actina del
musculo liso (a-SMA), y-actina del musculo liso, a-actina del musculo
esquelético y a-actina cardiaca, son expresadas principalmente en musculo
liso, esquelético y cardiaco. Mientras que las isoformas B- y y- actina se
encuentran expresados en todos los tipos celulares. Las diferencia entre
estas isoformas radica en unos pocos aminoacidos, cuya mayor variacion
ocurre en el N terminal. En los miofibroblastos B- y y- actina se encuentran
formando las fibras de estrés, la a-SMA bajo la presencia de estimulos
fibroticos, como el de TGFB1 o una tension isométrica, es reclutada de novo

en las fibras de estrés (20, 21).

La polimerizacion de los filamentos de actina contribuye a que la célula sea
capaz de generar fuerzas de contractilidad, que ejercen traccion sobre la
matriz o células circundantes y de responder ante estimulos mecanicos

exogenos, generando fuerzas endogenas dentro de la célula (19).
Matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) es una red intrincada de una amplia variedad
de proteinas y polisacaridos sintetizados por diferentes tipos celulares,
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dentro de los cuales destacan los fibroblastos. La MEC se comienza a
secretar durante el desarrollo embrionario a través de un dinamico y
reciproco dialogo bioquimico y biofisico entre diferentes tipos celulares
(22). Se remodela constantemente debido al rompimiento de sus
componentes por metaloproteasas de matriz (MMPs) y a la sintesis y

deposito de nuevas proteinas propias de la MEC (22, 23).

La MEC comprende cerca de 300 proteinas, 200 glucoproteinas y 30
proteoglicanos (PGs) (23). Los PGs estan formados por cadenas de
glucosaminoglucanos (GAGs), que se encuentran unidos de manera
covalente a nucleos de proteinas (22). Los GAG son heteropolisacaridos
grandes y negativamente cargados, caracterizados por repeticiones de
disacaridos de hexosaminas N-acetiladas y D-/L- acido hexuronico, que son
substituidas con grupos sulfato en varias posiciones. Entre los principales
GAG tenemos al condroitin sulfato (CS), dermatan sulfato (DS), los
queratan sulfato (KS), heparina (Hep) y heparan sulfato (HS). El
hiarunonano (HA), es un GAG particular, es biosintetizado en la membrana
cellular, en lugar del aparato de Golgi, no se encuentra sulfatado y no esta

ligado a proteinas.

Dentro de las proteinas que componen a la MEC, las mas abundantes son
las colagenas. En tejidos que tienen que resistir a fuerzas de presion,
traccion y de cizallamiento, como los tendones, hueso, cartilago y piel, las
colagenas tienen un arreglo fibrilar. Las colagenas I, II, III, V y XI, tienen
este arreglo tipico en forma de fibras (23). Las proteinas mas abundantes
en animales son principalmente las colagenas fibrilares I y III, que dotan a
la MEC de rigidez, evitando la deformacion y el fallo de tejidos y organos
cuando realizan alguna funcion, como la que se lleva a cabo en el pulmoén

durante la respiracion (22).

Existe otro tipo de colagenas, cuyas triple hélices se encuentran

interrumpidas por segmentos no helicoidales, las colagenas no fibrilares,
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entre las que se encuentra la colagena tipo IV encontrada en la membrana
basal (24).

Por otra parte, la MEC contiene diversas proteinas, como las fibras
elasticas, que le otorgan extensibilidad (las fibras elasticas se extienden
hasta en un 150% sin romperse) y resiliencia (capacidad de recuperarse
ante una deformacion) a los tejidos. Estas fibras elasticas consisten de un
nucleo de elastina rodeadas de hojas de microfibrillas de fibrilina y
fibulina, los cuales son considerados como los componentes de la MEC mas

térmica y quimicamente estables (25).

Hace tiempo se creila que la MEC era una estructura que servia
principalmente de andamio para las células residentes, generando una
estabilidad estructural. Con el tiempo se ha descubierto que debido a su
compleja composicion molecular, tiene funciones reguladoras del medio
celular. Se sabe que es crucial en la iniciacion de sefalizaciones
bioquimicas y biomecanicas requeridas en la morfogénesis, diferenciacion,
homeostasis, migracion, crecimiento, proliferacion y sobrevivencia (22-
24).

MEC y mecanotransduccion

La rigidez de la MEC en condiciones normales esta altamente regulada, sin
embargo presenta cambios severos en presencia de una enfermedad. Se
sabe que en cancer, los tumores tienden a ser mas rigidos que el tejido
circundante. Un micromedio local o el nicho de células cancerosas, tiene un
papel preponderante en el desarrollo de esta enfermedad, como
componente de este nicho encontramos a la MEC, que se encuentra
influenciando marcas distintivas del cancer como la angiogénesis,

migracion y metastasis (26, 27).

El aumento de la rigidez también se encuentra asociado al desarrollo de
otras patologias, como es el caso de la FPI. Como ya se ha mencionado, en

la FPI hay una acumulacion excesiva de componentes de la MEC,
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promoviendo la rigidez del tejido pulmonar. Las células residentes del
pulmon, como los fibroblastos/miofibroblastos, son capaces de responder
ante estimulos quimicos, como factores de crecimiento, 0 mecanicos, como

algunas deformaciones ocasionadas por fuerzas (por tension).

FUERZAS EXTERNAMENTE APLICADAS

Esfuerzo cortante —
Es el estrés aplicado de manera paralela a la superficie de la célula. Ejemplo:

El flujo de sangre ejerce un esfuerzo cortante en las células endoteliales.

Efecto con RhoA: regulacion bifasica; de RhoA; inhibicion (5-10 min) con
posterior activacion (>30 min). l
Compresion

Es el estrés aplicado perpendicularmente a la célula, resultando en una

compactacion. Ejemplo: El peso del cuerpo y la tension muscular ejercen una T

carga compresiva sobre los condrocitos. Efecto en RhoA: activacion.

Tension

Estrés aplicado en direcciones contrarios, resultando en la expansion. - —
Ejemplo: Los ciclos cardiacos crean una onda de presion que estira las largas < —tp
arterias, produciendo tension en las células del musculo liso. Efecto en Rho:

activacion.

Es el estrés aplicado -] —p

FUERZAS GENERADAS POR CELULAS

Contractilidad de la actomiosina

Las células generan contractilidad dependiente de la miosina generando 2.
fuerzas que son aplicadas en su adhesion. Ejemplo: Las células continuamente

ajustan esas fuerzas a la resistencia ofrecida por su matriz, asi cuando la e
célula crece en substratos rigidos generan mayor contractilidad.

Protusion dependiente de la tension de la mebrana / \\
La protusion de actina produce tension en la membrana plasmatica (o el \/ h
citoesquelto cortical). Ejemplo: Protusion dependiente de la tension de la \

membrana en el borde delantero mantiene la polaridad durante la migracion \\/
celular, potencialmente a través de la actividad de Rho.

Fig. 2. Tipos de fuerzas que actian sobre las células. Pueden actuar fuerzas externas o fuerzas
internas, es decir, aquellas generadas por las células. La fuerza (N) es un vector con magnitud y
direccién (flechas rojas) que hace que un objeto con masa cambie su velocidad. Tensién (Pa): Fuerza
por unidad de area. Modificado de: Biochemistry. 2012; 51: 7420-7432, Transl Res. 2011; 158: 181-
196.

Existen dos tipos de fuerzas que pueden actuar sobre las células: fuerzas
externas o fuerzas internas. Las primeras se pueden dividir en esfuerzo
cortante, compresion y tension. Por otra parte, las fuerzas internas, esta
ejemplificada por la contractilidad de la actomiocina y la protusion

dependiente de la tension de la membrana (Fig. 2). A pesar de las aparentes
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diferencias entre las fuerzas internas y externas, ambas poseen similitudes
en la regulacion del mecanismo de transduccion de sefales. En las dos
situaciones, la superficie de adhesion celular, el citoesqueleto y la tension
de la membrana actian en conjunto para transmitir el estimulo mecanico

hacia el interior de la célula y disparar una mecanorespuesta (28).

Los miofibroblastos son células clave en el desarrollo de la FPI y que se
pueden activar tanto por estimulos quimicos, como por mecanicos. La
presencia del TGEB, el cual es sintetizado por los mismos fibroblastos y las
células del epitelio alveolar, es un inductor quimico que promueve la
perpetuacion del estimulo profibrotico a través de la activacion de los
miofibroblastos. Sin embargo, la activacion de los miofibroblastos también
puede ocurrir por la tension generada por fuerzas externas o internas, es
decir, por fuerzas ejercidas por la tension de la membrana o por la fuerza
ocasionada por la contraccion del citoesqueleto (15). Esto ocurre debido a
que la tension ejercida por la fuerza contractil de los miofibroblastos es
capaz de promover la liberacion del TGFpB latente. El TGFB se sintetiza en
un complejo llamado gran complejo de latencia (LLC), este se compone por
el TGFB1 homodimérico, proteinas asociadas a latencia (LAP) y la proteina
de union a TGFB1 latente (15,17).
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Fig. 3. Activacion de TGFB por
tension mecanica. a) La tension
ejercida por la fuerza contractil de
los miofibroblastos es capaz de
promover la liberacion del TGFB
latente en matrices rigidas. b) En
matrices suaves no ocurre una
liberacion del TGFB porque no se
ejerce  una tension sobre el
complejo LAP.

Las integrinas se unen a motivos RGD de LAP, lo que permite que cuando
este complejo esta anclado a una matriz rigida, es posible que la tension
generada por el citoesqueleto contractil del miofibroblasto, transmitido a
través de las integrinas, genere un cambio conformacional en el complejo y
libere el TGFB1, el cual se puede unir a los receptores TGFR-B, promoviendo
senalizaciones intracelulares profibroticas (Fig 3a). Cuando los
miofibroblastos residen en matrices suaves, la tension generada por el
citoesqueleto promueve que el complejo LLC sea arrastrado en lugar de
generar un cambio conformacional que promueva la activacion del TGFB
(3b) (15, 17).
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Fuerza
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!

GEF-H1

Fuerza ! LIM ci . i
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Pi . .
ROCK —_, MLC — Miosina II Estabilizacion
activada de actina

MLC fosfatasa

Fig. 4. Regulacion del citoesqueleto de actina por RhoA. La tension generada por la rigidez de la
MEC (fuerzas externas), son percibidas por la célula a través de las integrinas, que se encargan de
transmitir el impulso mecanico hacia el interior de la célula. Biochemistry. 2012; 51(38): 7420-7432,
Transl Res. 2011; 158(4): 181-196.

Por otra parte, en respuesta a la tension de la MEC, se inician diversas
cascadas de senalizacion, una de las mas estudiadas es la de RhoA/ROCK.
Como se muestra en la Figura 4, la fuerza detectada por las integrinas
activa la via de FAK/Ras/ERK, que a su vez activan a GEF-H1 (factor
intercambiador de nucleotidos de guanina H1), el cual media la activacion
de RhoA. Asi mismo, Fyn también puede activar a RhoA por medio de la
GEF LARG (Factor de intercambiador de nucleotidos de guanina LARG) (28).
La activacion de RhoA promueve la interaccion con las proteinas efectoras
que inducen la contractilidad de la actomiosina y la estabilidad de la actina.
Esto ocurre porque ROCK activa a MLC (cadena ligera de la miosina) y a LIM
cinasa por medio de fosforilacion; MLC aumenta la actividad de la miosina

IT al ser fosforilada por ROCK y esta cinasa inhibe a la MLC fosfatasa. LIM
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fosforilada promueve la polimerizacion de la actina al inhibir a cofilina. El
conjunto de las fuerzas externas e internas actian promoviendo la
diferenciacion de fibroblasto a miofibroblasto, perpetuando un efecto
fibrotico (28).

Biomimetizacion de tejidos

Los métodos tradicionales de cultivo consisten en una superficie plana y
rigida en donde se siembran células sumergidas en un medio liquido, rico
en nutrientes. Mientras que los procesos que ocurren en el cuerpo humano
durante el desarrollo y progresion de alguna enfermedad, se llevan a cabo

en células rodeadas por un microambiente complejo (29).

El microambiente o ambiente celular es vital para determinar el
comportamiento celular, debido a que las células son capaces de percibir y
responder a estimulos de su entorno local a micro y nano escala. Las
modificaciones quimicas y fisicas en su medio pueden inducir cambios en
las células, tales como la conformacion del citoesqueleto y en la adhesion
celular, mientras que las variaciones en la topografia también han
mostrado cambios en la diferenciacion, propiedades inmunosupresoras,

adhesion y proliferacion (30).

En el campo de la investigacion, el acoplar distintas variantes que permitan
imitar el ambiente tisular de una manera mas precisa, resulta muy
importante pues de esta manera, las investigaciones podran arrojar
resultados mas cercanos a lo natural, en comparacion con el que se tiene

cuando se realiza cultivo en las cajas de cultivo celular de poliestireno (29).

Muchas de las plataformas biomiméticas usadas para terapia e
investigacion, estan fabricadas con biomateriales. Los biomateriales son
materiales destinados a interactuar con los sistemas biologicos para
evaluar, tratar, aumentar o sustituir cualquier tejido, 6rgano o funcion del
cuerpo. Existen tres grupos principales de biomateriales; ceramicas,

polimeros sintéticos y polimeros naturales. Los andamios de ceramica
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como la hidroxiapatita (HA) y fosfato tricalcico (TCP), son comunmente
usados como injertos 6seos debido a su elevada rigidez mecanica (modulo
de Young) y por su capacidad de potenciar la diferenciacion de
osteoblastos y su proliferacion. Las desventajas que poseen estos
materiales es que es dificil moldearlos al injértalos y no se tiene control
sobre su tasa de degradacion. En cuanto a los biomateriales naturales, se
encuentran las colagenas, proteoglucanos, sustratos con base de alignato y
quitosan, muy utiles en la fabricacion de andamios para ingenieria de
tejidos. Se caracterizan por ser biologicamente activos, promoviendo una
excelente adhesion celular y crecimiento celular, son biodegradables,
permitiendo que con el tiempo, la célula pueda degradar el biomaterial y
sintetizar una MEC propia. La desventaja es que resulta complicado el
fabricar andamios compuestos de estos materiales con una estructura
homogénea y reproducible. Dentro de los polimeros sintéticos se
encuentran poliestireno, acido poli-l-lactico (PLLA), acido poliglicolico (PGA)
y el acido poli-(lactico-co-glicolico) (PLGA), los cuales son muy usados para
la fabricacion de andamios dada la facilidad con la que se puede moldear
su arquitectura, asi como por la tasa de degradacion de materiales como el
PLLA y PGA, la cual puede controlarse por la variacion en la composicion
del mismo polimero. Sin embargo, la desventaja que tienen este tipo de
materiales es que al degradarse producen CO,, el cual modifica el pH loca

haciéndolo mas acido, ocasionando una necrosis en el tejido (31).

Existen diversos materiales sintéticos no degradables, como el Polidimetil
siloxano (PDMS), que permite que las células se puedan adherir a la
superficie, tengan un funcionamiento normal, proliferen y migren sobre la
superficie e incluso, a través de los poros del andamio. Al implantarse en
un organismo, la respuesta inmune es minima, lo cual evita que se dé un
retraso en la cicatrizacion o un rechazo por parte del cuerpo. Cuando un

material presenta este conjunto de propiedades se le considera como
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biocompatible, lo cual resulta ser un criterio indispensable para poder

emplearlo en plataformas biomiméticas (31, 32).

El tratar de imitar a los sistemas biologicos a través de materiales
sintéticos y manipulables por el hombre, permiten medir la importancia de
diferentes parametros en la fisiologia celular y tisular. El uso de
biomateriales da como resultado el desarrollo de tecnologias que ayudan a
reproducir procesos fisiologicos para responder a un gran numero de
preguntas y también para la generacion de nuevas opciones para terapia.
Uno de los biomateriales mas usados en investigacion es el PDMS, que
permite la generacion de plataformas de cultivo por las propiedades
interesantes que posee: es transparente, biocompatible e inerte, se puede
moldear facilmente a microescala, es compatible con la impresion de

proteinas de superficie y es de bajo costo (33, 34).

Polidimetilsiloxano (PDMS)

| | |
sl.i’o si © Sli/

n

~

Fig 5. Formula quimica del PDMS. El PDMS tiene como férmula quimica
(H3C)3SiO[Si(CH3)20]nSi(CH3)3, donde n es el namero de repeticiones del monoémero [SiO(CH3)2].

El polidimetilsiloxano pertenece al grupo de organisilicones poliméricos,
util en el desarrollo de plataformas biomiméticas para el cultivo celular
debido a sus propiedades fisicas y quimicas, entre las que se pueden
mencionar una baja reactividad quimica, una relativa hidrofobicidad por la
exposicion de sus grupos metilo, impidiendo de inicio que las células
puedan adherirse a la superficie (Fig. 5) (35). Se pueden usar diversos
meétodos para modificar la superficie de este material en cultivo celular,
uno de ellos es la oxidacion por plasma, en donde se utiliza el silanol
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(S§iOH) para alterar quimicamente la superficie, a través de la aplicacion de
plasma atmosférico de aire o plasma de argon (29,34). La desventaja del
método de oxidacién por plasma es que se promueve la formacion de
capas de silice fragil en la superficie del PDMS generados por cambios
quimicos a algunos cientos de nandémetros bajo la superficie del material.
La capa de silice se endurece y por lo tanto posee propiedades mecanicas
distintas al del resto del elastomero elastico, propiciando que se formen
fracturas en el PDMS por la diferencia de rigidez. El grosor de la capa de
silice que se forme, depende del tiempo de oxidacion, la potencia del
plasma, la presion de la camara y la composicion quimica del gas. Un
método alternativo y efectivo para modificar la carga de la superficie del
PDMS es el de oxidacion a través del uso de luz UV y ozono. Este método
consiste en un proceso de oxidacion fotosensibilizada por la absorcion de
radiacion de longitud de onda corta UV y oxigeno atomico. Una exposicion
a estos agentes por periodos cortos puede ocasionar la formacion de una
variedad de grupos hidrofilicos en la superficie de elastomeros de silicon,
como el PDMS. Algunos de estos grupos son hidroxilos, carboxilos,
aldehidos, peroxidos, entre otros. Al igual que ocurre con el tratamiento de
plasma, el tratamiento UV/ozono en PDMS puede llevar a la formacion de
capas tipo silice, que endurece de manera considerable la superficie suave
del polimero (35). Por previas investigaciones, se ha descubierto que mas
de 30 minutos de tratamiento conllevan a la formacion de 5 nm de grosor
de la capa, donde aproximadamente el 50% consistia en silice puro. Una
ventaja del tratamiento UV/ozono sobre el de plasma es que durante el
proceso, la temperatura aumenta menos que durante el plasma, evitando

cualquier efecto térmico no deseado (35, 36).

En los ultimos afnos se ha incrementado el interés en el desarrollo de
plataformas biomimeéticas, es decir, que posean caracteristicas propias de
tejidos y organos. Actualmente sigue siendo poco entendido el efecto que

tienen los andamios sobre la morfologia y sefializaciones bioquimicas. Para
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el desarrollo de andamios biomimeéticos, que posean propiedades
bioquimicas, que permitan determinar coOmo las interacciones mecanicas
producen cambios a nivel fisiologico, celular y molecular, se requiere de un

material de bajo costo y con un método de facil fabricacion (37, 38).
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En este contexto este trabajo tiene el siguiente:

OBJETIVO

Evaluar diferencias en crecimiento celular, expresion de a-SMA, formacion
de fibras de estrés y cierre de herida entre fibroblastos cultivados sobre
matrices de PDMS de diferente rigidez y con cajas de cultivo de

poliestireno.
Objetivos particulares

e Estandarizar las condiciones de fabricacion del PDMS y del cultivo
celular

e Obtener la rigidez de las membranas de PDMS usadas.

e Evaluar tiempo de cierre de heridas.

e Valorar el crecimiento celular.

e Analizar la expresion de a-SMA.

e Identificar si existen diferencias al sembrar fibroblastos en matrices
de PDMS, de diferente rigidez, en ausencia y presencia de una
cubierta de colagena.

e Observar el arreglo del citoesqueleto de actina en fibroblastos

cultivados sobre matrices sin y con una cubierta de colagena.

24



METODOS
Lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares de fibroblastos humanos de pulmon
normal. Las lineas usadas en el presente trabajo fueron la linea NHLF
(Lonza) y la linea LL-24 (ATCCQ).

Cultivo celular en placas de poliestireno

Previo al cultivo sobre las matrices de PDMS, las lineas celulares NHLF y LL-
24, se cultivaron por varios pasajes en cajas de poliestireno (costar) hasta
alcanzar confluencia, manteniéndolas en incubacion a 37° centigrados, con
un 95% de humedad y 5% de CO,. Se uso el medio de cultivo FGM-2 (Lonza)
al 2% de SFB para el cultivo de la linea celular NHLF (Lonza) y F-12 (Gibco)
al 15% de SFB para las células LL-24 (ATCCQ).

Fabricacion de matrices de diferente rigidez de PDMS

Para la fabricacion de estas plataformas de cultivo se usaron dos tipos de
kits de PDMS; sylgard 184 y sylgard 527. Cada uno de los kits posee dos
reactivos, uno de ellos es el prepolimero y el otro al agente curante. Ambos
reactivos de cada kit se mezclaron de la siguiente manera: el PDMS sylgard
184 se mezcldo a una proporcion de 1:10 y el PDMS sylgard 527 a una

proporcion de 1:1.

Es importante pesar el sylgard 184 antes que el 527, dada su facultad de
polimerizar a temperatura ambiente en un tiempo menor y posible
formacion de nucleos de polimerizacion previo al vaciado en las placas de

cultivo.

Posterior al pesado de las muestras, en este trabajo se mezclo usando una
herramienta rotativa (Dremel) a 15000 rpm. A continuacion se colocaron

las muestras en un desecador por 5 minutos para el caso del PDMS 527 y
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aproximadamente 10 minutos en el caso del PDMS 184 para quitar las

burbujas formadas en el proceso de mezclado.

Cuando se tuvieron listos los PDMS Sylgard 184 y 527, se mezclaron en
proporcion 1:10 y 1:5; es decir, se coloco una parte del Sylgard 184, contra

10 y 5 partes del Sylgard 527, respectivamente.

Como se resume en la Tabla 2., al final se obtuvieron tres mezclas usadas
para la fabricacion de las matrices de diferente rigidez; Sylgard 527 en
proporcion 1:1, mezcla de Sylgard 527 y 184 en proporcion 1:10 y mezcla
de Sylgard 527 y 184 en proporcion 1:5 (39).

Composicion Proporcion Tipo de matriz
Sylgard 527 1:1 Suave

Sylgard 184:527 1:10 Intermedia
Sylgard 184:527 1:5 Intermedia-rigida

Tabla 2. Composicion de las distintas matrices usadas.

El PDMS 1:10 y 1:5 se mezclaron de la misma manera que el 1:1, y también
se dejaron en el desecador por cinco minutos. Cuando las muestras
salieron del vacio, se colocaron en las placas de cultivo, vertiendo el mismo
peso en cada uno de los pozos. El tiempo de preparacion fue de
aproximadamente una hora y es recomendable que el tiempo para ingresar

al horno, previamente calentado sea minimo.

Se colocaron las muestras en el horno por 48 h a una temperatura de 60°C,

debido a que las placas de cultivo no soportan temperaturas muy elevadas.
Ensayo de traccion uniaxial

Se obtuvieron los modulos de Young de los sustratos de PDMS fabricados
por medio del ensayo de traccion uniaxial en el Instituto de Investigacion
en Materiales, con la ayuda del Dr. Francisco Sanchez Arévalo y la M. en C.

Marisol Garnica Palafox, usando el miniprobador de tension uniaxial.
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Para el ensayo se fabricaron membranas de PDMS en moldes hechos con
laminas antiadherentes para cocinar. Se uso6 un suaje de 38 mm de largo
por 5 mm de ancho en la seccion estrecha y 15 mm de ancho en las
cabezas para cortar las muestras, en este caso llamadas probetas, usadas
en el ensayo (Fig. 6). Una vez que las probetas fueron cortadas con el suaje

se midio el grosor de cada una para obtener el area bajo la carga (A).

38 mm

I

15 mm

Fig. 6. Esquema de una probeta de PDMS.

Se cortaron de 3 a 5 probetas por mezcla y se montaron en el equipo para

la realizacion del ensayo.

El ensayo de traccion uniaxial consiste en la deformacion de las probetas
hasta llegar a la fractura del material por la aplicacion de una carga tensora
a lo largo del eje de la probeta (Fig.7). Esto ocurre gracias a que el equipo
posee dos mordazas, una en cada extremo, en donde una de ellas se

desplaza en direccion opuesta a otra mordaza que se encuentra fija.
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Fig. 7. Esquema del miniprobador de tension uniaxial. Probeta montada para el ensayo de
traccion uniaxial. La flecha indica la direccién a la cual se movia la mordaza de desplazamiento. Los
datos generados por el aparato se procesaron en un computador.

Conforme se va aplicando la carga tensora sobre el material, las probetas
experimentan un cambio en la longitud inicial (1). Los datos generados en
este ensayo van a servir para obtener una curva de esfuerzo-deformacion,

donde el esfuerzo (o) se determina con la siguiente formula:

Donde F es la carga aplicada a la seccion transversal de la probeta, sus
unidades son los Newtons (N) y A, es el area de la seccion transversal
original, es decir, es el area antes de que se le aplique la carga, sus
unidades son los metros cuadrados (m?). Por lo que las unidades de ¢ son

los kilopascales (kPa).

Y para la determinacion de la deformacion en modelos lineales se usa la

siguiente formula:
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La curva de esfuerzo-deformacion brinda la informacién necesaria para
que a partir de su pendiente se obtenga el modulo de proporcionalidad o
de Young (E), ya que este segmento corresponde al modulo de elasticidad

del material.

Sin embargo, cuando el esfuerzo y la deformacion no son proporcionales
se dice que no se cumple con la Ley de Hooke, como ocurre en materiales
hiper elasticos como el PDMS (ref.) (Fig. 8a). En estos casos la curva de
esfuerzo-deformacion no es lineal, por lo tanto, para la obtenciéon de E se
usa un modelo no lineal, el modelo de Ogden, el cual fue usado en este

trabajo para obtener los modulos de elasticidad (Fig. 8b).

a) b)

o

* La-
E =o€ ¢ o) =ZEx e — )

A

Fig. 8. Esquemas de curvas esfuerzo-deformacion. a) Curva lineal de esfuerzo-deformaciéon, en
donde E es la pendiente de la porcion lineal inicial. Se sefiala la formula de la Ley de Hook para la
obtencion del médulo de Young. b) Cuerva no lineal de esfuerzo-deformacion, en donde en la
abscisa se tiene la razén de cambio de elongacién o deformacién de la probeta y en la pendiente da
el valor de G=y, el cual es requerido para calcular a E en el modelo de Ogden (féormula sefialada en el
esquema).

En el modelo de Ogden se maneja una razéon de deformacion (A) en las

abscisas en lugar de solo la deformacion:

Al

E = m
Se realiza un despeje de la formula para obtener a A:

If —10
£=——

10
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Con la razon de deformacion establecida (1), se calcul6 a E con la siguiente

formula:
E=2G(1+v)
E =2G(1+0.5)
E =3G

Donde G=p es el modulo de corte o cizalla, una constante elastica que
describe el cambio de forma que experimenta un material elastico cuando
se aplican esfuerzos cortantes y el cual esta relacionado con el moédulo de

Young.

Y donde v es la razon de Poisson, que indica la razon entre una elongacion
axial y la contraccion lateral del material, en respuesta a un esfuerzo tensil.
Para materiales isotropicos (caracteristicas como el modulo de Young no
dependen de la direccion en las que son medidas) como el PDMS, el valor
de v es de 0.5 (40).

Para la obtencion de E, se ocuparon los datos de desplazamiento y fuerza,
generados por el miniprobador de tension uniaxial, y fueron procesados en
un script proporcionado por el Laboratorio de mecanica y micromecanica
de solidos, IIM, UNAM.
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Reduccion en la hidrofébicidad del PDMS

Para mejorar la adhesion de las células sobre el material se trataron las

matrices con dos métodos distintos.

El primer método fue colocando etanol al 70% durante 15 minutos, las
placas con pozos cubiertos por PDMS se introdujeron a la campana de flujo
laminar y se expusieron a la luz UV por 20 minutos (41). El segundo
método consistio en tratar las placas de cultivo con PDMS en el UV ozone
cleaner, ProCleaner™ Plus (Bioforce nanosciences) por 10 minutos (35). En
ambos casos, después del tratamiento, se coloco en cada pozo un mililitro
de medio F-12 con SFB al 10%. Las placas se dejaron incubando toda la
noche y al dia siguiente se sembraron los fibroblastos de la linea celular

NHLF. Se realiz6 un registro fotografico cada 24 h.
Cultivo celular en placas con matrices con PDMS

Las monocapas de ceélulas confluentes en las cajas de poliestireno se
disociaron usando trispina/EDTA (Sigma-Aldrich). Las células en
suspension se centrifugaron y contaron con la camara de Neubauer, para
tener un numero inicial de células similar en cada pozo. Se sembraron 150,
000 células en las placas de 6 pozos, 20, 000 células sobre las placas de 12,
pozos para el ensayo de transfeccion y 100, 000 células en las placas de 12

pozos para el ensayo de herida.
Ensayo de herida

Se sembraron 100, 000 células de la linea NHLF en placas de 12 pozos y se
cultivaron hasta que alcanzaron una confluencia del 100% en cada pozo. Se
trazaron lineas verticales en el centro de los pozos. En las matrices de 17
kPa se usaron puntas de 10 pl, en las de 50 y 150 kPa se usaron puntas de
200 pl vy en las células que se cultivaron sobre la caja de poliestireno se
usaron puntas de 1000 ul. El hecho de utilizar puntas de distinto volumen

fue para conseguir heridas de un ancho similar. Las heridas se
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monitorearon cada 24 horas y se tomoé registro fotografico para el
posterior analisis del cierre de la herida usando el software

woundhealingtool del programa de analisis Image].
Conteo celular

Se deseaba conocer la tasa de proliferacion de los fibroblastos usando el
WST-1 cell proliferation Assay kit (Roche), sin embargo, debido a que el
PDMS absorbia el reactivo se decidi6 realizar otro tipo de cuantificacion. Se
tomaron fotografias con la camara Nikon que estd incorporada al
microscopio invertido Nikon, en el objetivo 10x, de fibroblastos NHLF
cultivados en los distintos modulos de Young a las 24, 48 y 72 h. Se
tomaron fotos de 5 campos distintos en cada pozo (Fig. 9). Se contaron
todos lo nucleos por campo y se procesaron las graficas y los analisis

estadisticos en el programa GraphPad Prism.

Fig. 9. Esquema del pozo con los cuadrantes usados para la toma de fotos. Los cuadros
grises representan las areas seleccionadas para fotografiar.

Recubrimiento de matrices de PDMS con colagena

Las placas de cultivo que contenian las matrices de PDMS se trataron con
luz UV/Ozono en el UV ozone cleaner, ProCleaner™ Plus (Bioforce
nanosciences) durante 10 minutos e inmediatamente después se colocaron
2 ml de colagena al 0.1% en acido acético al 0.20 mM. Se dejaron incubando
durante toda la noche y al dia siguiente, previo a la siembra de las células,
se dio un lavado con medio F-12 sin suero para retirar los restos de la

colagena sin adherir.

A la par, aquellas placas con matrices de PDMS que se usaron para cultivar

células sin una cubierta de colagena, se trataron el mismo dia con
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UV/Ozono por 10 minutos, pasado el tiempo se colocO de manera
inmediata medio F-12 con SFB al 15% y se dejo incubar durante toda la

noche.
Extraccion y cuantificacion de proteinas

Para poder observar los niveles de expresion de la proteina o-SMA por
medio de la técnica de Western blot (Wb), se levantaron las células con
tripsina de las cajas de poliestireno donde se cultivaron los fibroblastos
por varios pasajes. De las células que se obtuvieron, se contaron con
hemocitometro y se tomo6 una fraccion con aproximadamente 300, 000
celulas. A esta fraccion de fibroblastos se les extrajo proteina con buffer
RIPA (Sigma-Aldrich), se le llamo proteina basal “B (2GPa)” y se almaceno a
-20 °C, hasta que se extrajeron las muestras de proteinas provenientes de
las matrices de PDMS (Fig. 7).

Buffer
RIPA

PN —y—1—
. Ea=

B (2 GPa) T 17kPa  69kPa 154 kPa 2GPa

Fig. 10. Extraccion de proteina. Se usO una basal “B (2GPa)” para determinar los niveles de
expresion de a-SMA de los fibroblastos antes de ser cultivados sobre las matrices de PDMS.

El resto de los fibroblastos en suspension se sembro sobre cada pozo de
las placas usadas y pasado el tiempo de cultivo establecido de cada
experimento, se extrajo la proteina de estos fibroblastos usando buffer
RIPA. Después de la lisis de los fibroblastos con el buffer RIPA, se
centrifugaron las muestras a 12, 000 rpm durante 15 minutos para retirar
los restos celulares. Se conservo el sobrenadante con las proteinas solubles
en €l y se procedio a realizar la cuantificacion con el Micro BCA Assay kit

(Thermo Fisher Scientific).
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Western Blot

Se realiz6 una electroforesis usando geles SDS-PAGE al 10%, en el cual se
cargd una cantidad de 10 pg/ul en cada pozo. Se hizo la transferencia de
las proteinas del gel SDS-PAGE al 10%, a una membrana de PVDF en el
trans-blot turbo (Bio-Rad). Para la deteccion de la proteina a-actina del
musculo liso (a-SMA) se uso el anti- a-SMA hecho en raton (DAKO, No. Cat.
MO0851) en una dilucion de 1:500 y para el control de carga se uso el
anticuerpo primario contra B-actina hecho en conejo (Sigma, No. Cat.
A5441) a una concentracion de 1:10, 000. Los anticuerpos primarios se
incubaron toda la noche, al dia siguiente se hicieron lavados con PBS-T
0.05%. Después de los lavados se incubaron los anticuerpos secundarios
conjugados con fluoroforos de 700 y 800 nm, anti-raton (LI-COR, No. Cat.
P/N 926-32210) y anti-conejo (LI-COR, No. Cat. P/N 926-68071),
respectivamente. Se reveld la membrana en el aparato Odyssey CLx. El
bloqueo de la membrana y dilucion de los anticuerpos se hicieron usando

el Odysseyblocking buffer PBS (Li-corBioscience).
Ensayo de transfeccion

Se usoO el reactivo cellLight actin-RFP, BacMam 2.0 (Invitrogen) para
transfectar el gen de actina marcado con red fluorescentprotein (RFP) a la
linea celular NHLF. Se realizaron duplicados para cada rigidez (17 kPa, 69,
kPa, 164 kPa y 2 GPa) en placas de 12 pozos, sembrando 20, 000
fibroblastos en cada matriz. Se colocaron 2 ul del reactivo por pozo, antes
de que las células se adhirieran a la matriz. Se dejo incubar toda la noche y
al dia siguiente se tifieron los nucleos con Hoechst (ThermoFisher), usando
una dilucion de 1:5000 pl en medio FGM-2, la cual se dejo actuar por cinco
minutos, posteriormente se realiz6 un lavado con PBS, para evitar un efecto
de citotoxicidad del colorante por una alta concentracion. Se volvio a
colocar medio FGM-2 para la toma de fotografias en el microscopio de

fluorescencia ZOE Fluorescent Cell Imagen (Biorad).
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LAS MATRICES DE PDMS
Los modulos de Young presentan una alta dispersion en los datos en ausencia
de un método controlado de fabricacion

Los modulos de Young de las mezclas de PDMS se establecieron de acuerdo a lo
reportado por Palchesko et al. (39). Para corroborar que las medidas obtenidas en
el laboratorio correspondian a las halladas en la literatura, se realizaron pruebas

de tension uniaxial con el miniprobador de tension uniaxial del IIM.

Las primeras mediciones de las matrices mostraron una alta dispersion en los
datos obtenidos entre las muestras de cada mezcla, como se observa en la Figura
11. Este resultado indica que nuestro método de fabricacion daba como resultado
matrices con una rigidez heterogénea o por lo menos poco reproducible para cada

preparacion.

a) 59.31+16.44 b) 77.70+21.88

A Deformacion A

<  119.56£16.75 QO . 196.96%29.96

sfuerzokPa)

Fig. 11. Modulos de rigidez de matrices de PDMS previas a la estandarizacion del método de
fabricacion. Se consideraron cuatro mezclas de PDMS: a) Sylgard 527, 1:1. b) Mezcla del Sylgard 181
y Sylgard 527, 1:20. c) Mezcla del Sylgard 181 y Sylgard 527, 1:10. d) Mezcla del Sylgard 181 y
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Sylgard 527, 1:5. Se midieron de 3 a 5 réplicas de cada membrana fabricada con las distintas
mezclas de PDMS.

En este contexto, fue importante establecer condiciones estandarizadas en la
fabricacion del PDMS, que a continuacion se detallan, para reducir la dispersion

de los datos.

Se modificaron varios parametros con respecto al método de fabricacion original,

como se muestra en la Tabla 3.

Tiempo de mezclado 5 minutos (herramienta rotativa *Dremel*)
Tiempo en el 5 minutos
desecador

Tiempo de fabricacion 48 h

Temperatura 60 °C
Tiempo de 1h
preparacion

Tabla 3. Parametros modificados durante el proceso de estandarizacion. Se fijaron las
condiciones de distintos parametros que podrian estar influyendo en las variaciones del
modulo de Young.

Con las condiciones de fabricacion ya establecidas, se midi6 de nueva cuenta el

modulo de Young de las matrices de PDMS de diferente rigidez.

Como se muestra en la Figura 12, este método estandarizado dio como resultado
una reduccion en la dispersion de los datos y en el valor de los modulos de

Young, en comparacion a la primera medicion realizada.

Se descart6 medir la matriz de 1:20, manteniendo solamente una matriz de

rigidez intermedia (Mezcla del Sylgard 184 y 527 en proporcion 1:10).
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Fig. 12. Mediciones por duplicado del modulo de rigidez de matrices de PDMS
fabricadas con el método estandarizado. Se consideraron tres mezclas de PDMS: a)
Sylgard 527, 1:1. b) Mezcla del Sylgard 181 y Sylgard 527, 1:10. ¢) Mezcla del Sylgard 181 y
Sylgard 527, 1:5. Se midieron de 3 a 5 réplicas de cada membrana fabricada con las

distintas mezclas de PDMS.

Es importante hacer notar que bajo condiciones controladas de fabricacion,

aunque los resultados obtenidos muestran baja dispersion, no son iguales

a los reportados en la literatura.

En la Tabla 4 se muestra la comparacion de los modulos de Young

obtenidos en el ensayo de traccion uniaxial con respecto a los reportados

por Palchesko et al. (39).
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lenl 5 59.31 £ 16.44 17614 1845+ 251

len 20 20-50 7770 £21.88
lenl0 50 110.56 = 16.75 54.87 + 3.52 8399 =726
lens 130 196.96 £29.96 14975 £ 1.58 158,97 £11.30

Tabla 4. Se muestran los resultados reportados por Palchesko et al (39), los obtenidos en
este trabajo antes de estandarizar las condiciones (LaNsBioDyT No E) y dos mediciones
después de estandarizar (LaNsBioDyT E1 y 2).

Se continu6 trabajando con estos modulos de rigidez, tomando el
promedio de los dos experimentos estandarizados (LaNsBioDyT E 1 y 2),

quedando de la manera que se muestra en la Tabla 5.

1:1 17+3
1:10 69+16
1:5 154+9

Tabla 5. Modulos de Young. De cada mezcla de PDMS se sacaron los promedios finales,
con DE, obtenidos de los dos experimentos independientes realizados. n de 1:1 =7, n de
1:10 = 8, n de 1:5 = 8. Los valores se redondearon para facilitar el manejo de los datos.
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ENSAYOS BIOLOGICOS

Es importante sefialar que durante la realizacion de este trabajo, al inicio del
proyecto se realizaron algunas observaciones en matrices de PDMS fabricadas sin

un método estandarizado. Se sefiala al pie de figura cuales fueron dichos ensayos.

En las matrices fabricadas con un método estandarizado no se hace ningun tipo

de senialamiento.

Adhesion celular sobre matrices de PDMS

Se hicieron diferentes pruebas para reducir la hidrofobicidad del PDMS,
comparando el uso de etanol + UV contra el uso de UV/Ozono. Se cultivaron
fibroblastos NHLF en cada matriz tratada con UV+ etanol y UV/Ozono y se
incubaron por 6 dias. Como se muestra en la Figura 13, desde las 24 horas, las
células mostraban una mejor adhesion en las matrices tratadas con UV/ozono. De
acuerdo a las observaciones se decidid que este seria el método a usar para

cultivar a los fibroblastos.

' 59 kPa 78 kPa 111 kPa 197 kPa

Fig. 13. Fibroblastos NHLF cultivados durante 24h en matrices de PDMS. Al recibir un
tratamiento con UV/ozono, las matrices de PDMS permiten una mejora en la adhesion de
las células, en comparacion con aquellas que fueron cultivadas sobre PDMS tratado

Unicamente con etanol + UV. En este ensayo se trabajoé sobre matrices fabricadas sin un
método de fabricacion de este polimero.

" Ftanol + UV |

- UV +0Ozono |
+ humecta-
cion
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Los fibroblastos cultivados sobre las cajas de poliestireno de 2GPa presentan

un cierre de herida mas acelerado.

Se realiz6 un ensayo de cierre de herida con los fibroblastos NHLF cultivados
sobre las matrices de PDMS de diferente rigidez y placas de poliestireno para
saber en qué condiciones de cultivo los fibroblastos cierran la herida en un menor
tiempo como se muestra en la Figura 14a. Como se puede observar en la Figura
14b, no existen diferencias en el cierre de herida entre las matrices de PDMS, sin
embargo, si hay diferencia entre los fibroblastos cultivados en las placas de
poliestireno y los crecidos sobre PDMS a las 24 h.

o
1

Oh 24h 48h
a)

17kPa

69kPa
b)

NHLF

5 150 -
< 17 kPa

154kPa 2 j: 1 69 kPa
f 100 % Ml 154 kPa
° 3 2cPa
2
E 50

2 GPa :

0h 24h 48 h

t(h)

Fig. 12. Respuesta funcional de fibroblastos a la rigidez en células NHLF. a) Fotografias de cierre
de herida en las diferentes matrices en tres tiempos; 0, 24 y 48 h. Se tomaron a un aumento de 10x.
b) Grafica del cierre de la herida. Datos representativos de dos experimentos independientes por
triplicado.
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Numero de células

Par saber si existia un crecimiento diferencial entre las matrices de PDMS y
las placas de cultivo celular de poliestireno, se hizo conteo de nucleos en
cultivos de células NHLF, sembradas sobre matrices de 17 y 69 KPa, y en

placas de poliestireno de 2GPa.

Como se observa en la Figura 15, se tuvo un aumento significativo en el
numero de células en las placas de 2GPa, respecto a las matrices de PDMS
de 17 y 69 kPa, a las 48 y 72h.

% %k % %

o *
o 100
o ® 17 kPa
£ ok o
X)) 69 kPa
°
) 'l' 2 GPa
©
=8 [ )
S 60
© T * T
0
o 40
: $1
o) T
s 20 * T
£
3
Z

24 48 72

t (h)

Fig. 15. Grafica de conteo celular. Se conté el nimero de células por cada campo fotografiado en
matrices de PDMS (17 y 69 kPa) y placas de poliestireno (2GPa), en tres tiempos (24, 48 y 72 h). ¢)
Resultado del conteo de células por campo en microscopio invertido de contraste de fases, con
aumento 10x. Analisis estadistico hecho con ANOVA de dos vias, p<0.05 (¥), p<0.01 (**), p<0.001
(***). Resultados representativos de dos ensayos independientes con triplicados.

La expresion de a-SMA se ve afectada por la rigidez del sustrato en fibroblastos
NHLF

En un primer ensayo se midio la expresion de a-SMA por Western blot, de los
fibroblastos cultivados en las matrices de PDMS hechas sin un método de

fabricacion estandarizado. Como se observa en la Figura 16a, los resultados
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a)

sugieren una tendencia en el aumento de la expresion de a-SMA, en proporcion a

la rigidez del sustrato.

Como se puede ver en la Figura 16 b, cuando se estandarizé el método de
fabricacion del PDMS, se volvio a medir la expresion de a-SMA con la misma linea
celular, mostrando el mismo patréon en la expresion de esta proteina. En este
segundo ensayo también se midio la expresion basal de la a-SMA “B (2GPa)”, es
decir, la expresion de a-SMA que tienen los fibroblastos antes de ser cultivados
sobre las matrices de PDMS. El basal mostr6 una expresion mayor de a-SMA con
respecto a los fibroblastos cultivados sobre las matrices de PDMS y la placa de

poliestireno (2GPa).
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Fig. 16. Expresion de a-SMA de fibroblastos NHLF. a) Evaluacion de la expresion de o-SMA en
fibroblastos en matrices de PDMS previo a la estandarizaciéon del proceso de fabricacién. b)
Expresion de a-SMA de fibroblastos cultivados en matrices de PDMS posterior a la estandarizacion
del proceso de fabricacion. El tiempo de cultivo para este experimento fue de 6 dias.
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Expresion de a-SMA de fibroblastos LL-24 cultivados sobre matrices de PDMS

Para posteriores trabajos funcionales se propuso trabajar con la linea celular
normal LL-24, cuyos pasajes fueron elevados (p23). Se cultivaron sobre matrices
de PDMS de diferente modulo de rigidez y con la finalidad de observar si existe un
comportamiento semejante con los fibroblastos NHLF que se muestran en la
Figura 16. Los resultados mostrados en la Figura 17a no mostraron el mismo
patron en la reduccion de la expresion de a-SMA en los fibroblastos cultivados

sobre las matrices de PDMS.

Se pens6 que quiza la falta de respuesta ante los estimulos mecanicos de las
matrices se debia al elevado pasaje en el que se trabajaron las células. Se uso la
misma linea celular pero en un pasaje menor (p5) y se evalué de nuevo la
expresion de o-SMA. Como se muestra en la Figura 17b, los fibroblastos no
presentaron una disminucion considerable en la expresion de o-SMA. Es
importante sefialar que a partir de este ensayo, se uso un basal -B(2GPa)-, el cual
no muestra diferencias importantes en la expresion de a-SMA con respecto a los
fibroblastos cultivados en las matrices de PDMS y en la placa de poliestireno
(2GPa).
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Fig. 17. Expresion de a-SMA de fibroblastos LL-24 cultivados sobre matrices de diferente rigidez.
a) Expresion de a-SMA de fibroblastos LL-24 de pasaje 23 (p23) cultivados en matrices de PDMS. b)
Expresion de a-SMA de fibroblastos de pasaje 5 (p5) cultivados sobre matrices de PDMS de distinta
rigidez. Se midi6 la expresion de a-SMA de los fibroblastos de p5 antes de crecerlos sobre el PDMS
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para observar si existian diferencias en la expresion de esta proteina al realizar el sub-cultivo en las
matrices de PDMS y de 2GPa.

Una posible causa es que los fibroblastos podrian estar manteniendo una
memoria mecanica que impidiera la reduccion de la expresion de a-SMA, por lo
que se extendio el tiempo de cultivo desde 6, 12 y hasta 18 dias, sobre las
matrices de PDMS. Como se puede ver en la Figura 18, no se observo una

disminucion importante en la expresion de a-SMA en ninguno de los tres tiempos.

Por lo anterior se descartd que la elevada expresion de a-SMA de los fibroblastos

LL-24 se debiera al pasaje 0 a una memoria mecanica.
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Fig. 18. Expresion de a-SMA en diferentes tiempos. Se cultivaron los fibroblastos de la linea celular
LL-24 desde el pasaje 5, durante 6 (a), 12 (b) y 18 (c) dias. Se extrajo la proteina de cada cultivo
celular y se realiz6 Wb para ver la expresion de o-SMA. El basal proviene de la proteina que se
extrajo previo al cultivo en las matrices de PDMS.
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Matrices de PDMS cubiertas con colagena tipo I

Evaluacion de la expresion de o-SMA en fibroblastos NHLF y LL-24

cultivados sobre matrices con colagena.

A pesar de no obtener resultados positivos en la reduccion de la a-SMA en los
fibroblastos LL-24, se decidi6 que se seguiria trabajando con esta linea celular y
con la NHLF. El siguiente paso fue la adicion de una cubierta de colagena sobre los

sustratos, integrando otro elemento que generara un ambiente mas natural.

La finalidad de adicionar la cubierta de colagena fue el tratar de ver alguna
respuesta diferente a las mostradas previamente. Para ello se cultivaron a los
fibroblastos de ambas lineas celulares en matrices con cubierta de colagena y en
matrices sin cubierta de colagena, permitiendo de esta manera, la comparacion

entre ambas condiciones.

En la Figura 19 se observan a los fibroblastos de la linea LL-24, mientras en que
en la Figura 20 se tiene a los fibroblastos de la linea NHLF. Los cultivos celulares
se mantuvieron durante un menor tiempo (3 dias) para evaluar si este factor
favorecia la reduccion de la expresion de a-SMA en la linea LL-24, ya que se penso
que el mantener a los fibroblastos en estrecho contacto por una confluencia total

podria inducir cierto estrés en las células.

Una de las primeras observaciones fue que, independientemente de la linea
celular, en las matrices de PDMS sin cubierta de colagena se ve un mayor numero
de células refringentes, en comparacion con las matrices con cubierta de colagena,
a las 24h.

Cuando se realizé el Wb para cuantificar la expresion de a-SMA se pudo observar
que el patron de expresion es similar en los fibroblastos cultivados sobre PDMS
con y sin colagena de ambas lineas celulares, mostrando que al reducir el tiempo
de cultivo a tres dias, es posible obtener una disminucion en la expresion de a-
SMA en los fibroblastos de la linea LL-24.
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Fig. 19. Cultivo de fibroblastos de la linea celular LL-24 en matrices de diferente modulo de
Young sin y con cubierta de colagena. a) Registro fotografico a 1 y 3 dias de los fibroblastos
cultivados sobre las matrices sin y con cubierta de colagena. Wb de la expresion de a-SMA de
fibroblastos cultivados sobre matrices sin cubierta de colagena (b) y con cubierta de colagena (c)
durante tres dias. Imagenes tomadas con un aumento de 10x.
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Fig. 20. Cultivo de fibroblastos de la linea celular NHLF en matrices de diferente modulo de
Young sin y con cubierta de colagena. a) Registro fotografico a 1 y 3 dias de los fibroblastos
cultivados sobre las matrices sin y con cubierta de colagena. Wb de la expresion de a-SMA de
fibroblastos cultivados sobre matrices sin cubierta de colagena (b) y con coladgena (c), durante
tres dias. Imagenes tomadas con un aumento de 10x.
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Patron de expresion de actina citoplasmatica en fibroblastos cultivados sobre
matrices de diferente rigidez en presencia y ausencia de una cubierta de

colagena.

Para ver el efecto que la rigidez de la matriz tiene sobre el citoesqueleto de
actina, se sembraron fibroblastos de las lineas NHLF, sobre matrices de PDMS de
diferente rigidez y en placas de cultivo. Estos sustratos se cubrieron con una
cubierta de colagena y al mismo tiempo, se siguio trabajando con los sustratos sin

cubierta proteica.

El objetivo de adicionar una cubierta de colagena fue el tratar de ver si se
observaba alguna diferencia en el patron de expresion de la actina, en contraste

con los fibroblastos crecidos sobre sustratos sin una cubierta proteica.

A los fibroblastos trabajados en este ensayo se les transfecto el gen de la actina

marcado con RFP, usando un baculovirus como vector.

Como se puede ver en las Figuras 21 y 22, independientemente de la cubierta
proteica, en las matrices de PDMS de diferente rigidez se puede ver que los
fibroblastos poseen una morfologia mas alargada y con una menor presencia de
fibras de estrés en su citoplasma. En cambio en las placas de poliestireno, se
pueden apreciar fibroblastos mas anchos y con una expresion marcada de fibras

de estrés.
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Fig. 21. Expresion de actina citoplasmatica en fibroblastos de la linea NHLF cultivados sobre
matrices de PDMS y placas de cultivo celular sin cubierta de colagena tipo I. a) Fibroblastos
cultivados sobre matrices de 17 kPa; b) Fibroblastos cultivados sobre matrices de 69 kPa; c)
Fibroblastos sobre matrices de 164 kPa; d) Fibroblastos cultivados en placas de cultivo (2GPa).
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Fig. 22. Expresion de actina citoplasmatica en fibroblastos de la linea NHLF cultivados sobre
matrices de PDMS y placas de cultivo celular con cubierta de colagena tipo 1. Fibroblastos
cultivados sobre matrices de 17 kPa (a), de 69 kPa (b), de 164 kPa (c) y en placas de cultivo (2GPa)
(d).
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DISCUSION

Los modulos de Young de las matrices de PDMS de diferente rigidez que se
obtuvieron en los ensayos de traccion uniaxial, mostraban una alta
dispersion entre los datos de cada muestra y un modulo de Young mayor
al reportado en la literatura (39). Por lo anterior se decidié modificar y
establecer algunos parametros en el método de fabricacion para poder
obtener repetibilidad en los modulos de Young de cada mezcla y reducir la

dispersion en los datos.

Se consiguio la repetibilidad deseada y la reduccion en la desviacion
estandar de los valores de rigidez de cada muestra aunque no se pudieron
imitar los modulos de Young reportados en la literatura (39). Se piensa que
estas diferencias entre los modulos de Young obtenidos en nuestro grupo y
el de Plachesko, se pueden deber a que los métodos usados por cada grupo
de estudio son distintos en varios puntos, como en los tiempos de

mezclado, de desecacion al vacio y de polimerizacion.

Hay fuerzas que se ejercen sobre el material durante los pasos de
mezclado y de desecacion. Esto resulta interesante porque al tratarse de un
fluido no Newtoniano, su viscosidad va a variar de acuerdo a las fuerzas y
temperatura que se le apliquen, es importante mencionarlo porque se ha
demostrado que la viscosidad es un factor importante en la determinacion
de las propiedades mecanicas del PDMS (42, 43). Por lo anterior, se puede
pensar que estos elementos podrian ser determinantes en los modulos de

rigidez obtenidos en ambos estudios.

Otra variable a considerar, para tratar de explicar las diferencias entre los
modulos de Young obtenidos en ambos estudios es el tiempo de curado o
polimerizacion. En ambos estudios se usan temperaturas similares; 65 °C
contra los 60°C que se usaron en el presente trabajo. Sin embargo, los
tiempos de polimerizacion a estas temperaturas son diferentes; el grupo de

Palchesko reporta un rango de tiempo de curado, de 12 a 24 h, mientras
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que en nuestro caso fueron 72 h, en todos los experimentos. En nuestra
experiencia, el tiempo de curado es determinante en el grado de

polimerizacion del material y por lo tanto, de su rigidez.

Se logro el cultivo de fibroblastos sobre las matrices de PDMS con el uso
de UV/Ozono (REF), prefiriendo este método por encima del de UV +
etanol, ya que el tratamiento con UV/ozono es mas rapido y los

fibroblastos se adhieren en menos tiempo.

La desventaja de ambos métodos es que el efecto que tienen es reversible
en un corto lapso. Si no se mantiene hidratado el polimero, en pocos
minutos vuelve a ser hidrofobico, por lo tanto, el paso de hidratacion
posterior al tratamiento con UV/ozono es critico. Por lo tanto, en cuanto al
tratamiento de UV/ozono, se recomienda no tardar mas de un par de
minutos en hidratar las matrices de PDMS. Se recomienda el uso de medio
con SFB, en la hidratacion, ya que se ha visto que debido a la porosidad del
PDMS, se tiene la capacidad de adsorber proteinas que pueden favorecer la
reduccion en la hidrofobicidad del material y el aumento en la adhesion
celular (44).

Una vez que se consiguio cultivar a los fibroblastos sobre las matrices de
PDMS, se realizaron ensayos de herida con los fibroblastos cultivados
sobre las matrices de PDMS y de poliestireno. Se observo un cierre mas
acelerado de la herida cuando se cultivaron a los fibroblastos sobre el
poliestireno, en cambio, no se observo una diferencia en el tiempo de cierre
de la herida entre los fibroblastos cultivados sobre las matrices de PDMS.
En otros estudios se ha visto que los fibroblastos tienen una mayor
tendencia a migrar hacia sustratos mas rigidos, corroborando los

resultados (45).

Asi mismo, es probable que la proliferacion también sea un factor
importante en el cierre de la herida, no se usd ningun reactivo que

detuviera la division celular como la mitomicina-C, por lo que se sugiere
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que para futuros experimentos el uso de agentes que detengan el ciclo
celular para poder asegurar que la progresion en el cierre de herida se debe

a un proceso de migracion y no de proliferacion.

También se hizo un conteo de las células sembradas sobre las diferentes
matrices y la caja de poliestireno, mostrando que los fibroblastos crecidos
en las cajas de poliestireno tuvieron un mayor numero de células con
respecto a las matrices de PDMS de diferente rigidez. En previos estudios
se respaldan los resultados aqui obtenidos, en ellos se muestra que existe
un aumento en la proliferacion y una disminucion de la apoptosis en las
cajas de poliestireno en contraste con los fibroblastos crecidos en matrices
de PDMS, medido por BrdU y por el porcentaje de fibroblastos positivos
para caspasa 3/7 (45).

Cuando se iniciaron los experimentos exploratorios con la linea celular
NHLF, se vieron resultados alentadores sobre diferencias en la expresion de
a-SMA de acuerdo a la rigidez de la matriz, independientemente de si la
matriz fue fabricada o no, con el método estandarizado. Sin embargo al
cambiar de linea celular se pudo ver que no se repetian los resultados. La
linea celular LL-24, no mostraba cambios en los niveles de expresion de a-
SMA al cultivarlos sobre las matrices de PDMS, que son mucho menos
rigidas que el poliestireno. En un inicio se penso que no todas las células
responden de la misma manera a la rigidez del sustrato, a pesar de que se
traten del mismo tipo celular. Sin embargo, cuando se redujo el tiempo (de
6 a 3 dias), y también el niumero de células sembradas (de 150 000 a 80
000), se notdé una disminucion en la expresion de a-SMA en las células
cultivadas sobre las matrices de PDMS, ausencia y presencia de la capa de
colagena, con respecto a la caja de 2 GPa. Se propone que al pasar mas
tiempo en cultivo, las células proliferaron llegando a confluencia,

provocando que el estrecho contacto entre los fibroblastos pudiera generar
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tension entre las células y por lo tanto, la activacion del gen ACTA2, que
codifica para la a-SMA. Por otra parte, un mayor numero de fibroblastos
podria propiciar la activacion de una mayor concentracion de TGFB o algun
otro factor profibrotico que estimule el aumento en la expresion de a-SMA
(15).

Cuando se utilizaron las muestras basales (2 GPa) se pudo observar como
los niveles basales de «-SMA son elevados y que al pasar los fibroblastos a
sustratos de menor rigidez, la presencia de esta proteina disminuye. La
elevada cantidad de «-SMA nos indica que previo al cultivo en las matrices
de PDMS ya se tenian miofibroblastos en las cajas de cultivo de
poliestireno. Al pasar estas células a las matrices de PDMS de diferente
rigidez se revierte el fenotipo de miofibroblasto a fibroblasto, de acuerdo a
la expresion de a-SMA. En este revertimiento de fenotipo podrian estar
actuando vias mecanotransductoras, como la de Rho A, la activacion de
TGF-B, la via de Hippo y/o procesos epigenéticos. Un aumento en la
metilacion de islas CpGs del gen que codifica para la a-SMA (ACTA2) se
relaciona con un silenciamiento del gen, por lo que se esperaria una
reduccion en la metilacion al cultivar a los fibroblastos sobre las matrices
de PDMS (46).

Se comparo la expresion de a-SMA entre los fibroblastos de dos lineas
celulares, cultivados sobre matrices de PDMS y las placas poliestireno sin
una cubierta de colagena, y ademas, se comparo la expresion de a-SMA de
fibroblastos cultivados sobre mismos sustratos pero con una cubierta de
colagena. Se hicieron observaciones de los fibroblastos cultivados en estas
dos condiciones (sin colagena y con colagena) y se pudo apreciar en fotos
que los fibroblastos sobre sustratos sin cubierta de colagena presentaron
un mayor numero de células refringentes a las 24h, indicando que podrian
estar muriendo o que no estaban bien adheridas aun. No se hicieron
estudios adicionales para comprobar esta hipotesis. Se sugiere,
nuevamente, un ensayo de apoptosis o la evaluacion de moléculas de
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adhesiones focales, como los niveles de fosforilacion de las FAKs (cinasas
de adhesiones focales) o integrinas como las a8 0 «pf,, encargadas de
promover la formacion de adhesiones focales (47). En cuanto a la expresion
de o-SMA, independientemente de la ausencia o presencia de colagena, no
se observaron diferencias entre los fibroblastos cultivados sobre las
matrices de PDMS, sin embargo, si se dio una diferencia con respecto a los
fibroblastos cultivados sobre las cajas de poliestireno, en ambas

condiciones.

Por ultimo, para poder apreciar el rearreglo del esqueleto de actina de los
fibroblastos cultivados sobre las matrices de PDMS, se hizo una
transfeccion de actina marcada con RFP. El citoesqueleto de actina se
mostro diferente de acuerdo a la rigidez del sustrato; en las matrices de
PDMS, en su mayoria los fibroblastos mostraron un color rojizo en el
citoplasma, sin patrones bien definidos. En el caso de los fibroblastos
cultivados sobre las cajas de poliestireno se pudieron apreciar, en mayor
proporcion, células con el citoplasma mas distendido y con lo que parecen
ser fibras de estrés de actina, incluso se observaba la corteza de actina en
los bordes de las células. En este experimento se pudo comprobar que la
rigidez de la matriz tiene un efecto sobre el arreglo del citoesqueleto de
actina de los fibroblastos. Se sabe que la a-SMA es reclutada en las fibras
de estrés formadas en el citoplasma, por lo que el tener una mayor
presencia de células con fibras de estrés podria estar indicando una
proporcion mayor de miofibroblastos en las cajas de poliestireno. Datos
que concuerdan con los resultados obtenidos por western blot de a-SMA
(48,49).

Por otra parte, se observo que las células cultivadas sobre las matrices
cubiertas con colagena tenian un fenotipo mas integro con respecto a las
cultivadas sin cubierta de colagena, después de la transfeccion. Se sabe que
en las transfecciones, el DNA ex0geno se inserta de manera aleatoria en el

DNA propio del fibroblasto, pudiendo producir efectos adversos en las

55



células. Probablemente la transfeccion pudiera estar dafando a las células
de manera mas severa cuando no se tiene la capa de colagena, debido a que
esta cubierta de colagena les podria estar activando senales de

sobreviviencia (50).
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CONCLUSIONES

Se establecieron los parametros que permitieron la determinacion de los
modulos de Young de cada una de las mezclas, los cuales son repetibles y

con baja dispersion, indicando cierta homogeneidad del material.

El uso de UV/ozono disminuye la hidrofobicidad del material y promueve
la adhesion celular en poco tiempo. El paso de la hidratacion usando medio
con SFB es esencial y es importante no dejar secar el PDMS durante el

proceso de cultivo celular.

Los videos tomados parecen indicar que los fibroblastos pulmonares de la
linea NHLF se adhieren mas rapido sobre las matrices de PDMS que en las

placas de poliestireno.

El cierre de herida es significativamente mayor en las placas de cultivo de
2GPa.

Hay un aumento significativo en el namero de células cultivadas sobre las
placas de cultivo, con respecto al nimero de fibroblastos sobre matrices de
PDMS en el tiempo. No se observan diferencias significativas entre los

fibroblastos cultivados sobre las diferentes matrices de PDMS.

Los resultados sugieren la existencia de diferencias en la adhesion de
celulas en presencia y ausencia de una cubierta de colagena sobre las
matrices de PDMS, sin embargo se requiere de estudios complementarios

para llegar a una aseveracion.

Se observo una reversion en el fenotipo de miofibroblastos a fibroblasto,
de acuerdo a la disminucion en la expresion de a-SMA en las lineas
celulares NHLF y LL-24 (a los 3 dias y con baja confluencia), al cultivar los

fibroblastos sobre los tres tipos de matrices de PDMS.

En el ensayo de transfeccion de actina marcada con RFP, se ve un mayor

numero de células con fibras de estrés en el citoplasma cuando se crecen
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sobre las cajas de 2 GPa, con respecto a los fibroblastos pertenecientes a
los cultivos sobre PDMS, independientemente de si se encuentran sobre

una superficie sin una cubierta de colagena o con ella.
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