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RESUMEN

La mecanotransduccion es una rama de la mecanobiologia que estudia los procesos
que las células utilizan para transducir sefales mecanicas, del microambiente, en
mecanismos bioquimicos que regulan diferentes procesos biologicos. Para
mimetizar las condiciones mecanicas del microambiente, se han desarrollado
diferentes materiales con propiedades fisicas especificas asi como técnicas de
microfabricacion para estructurar o para regular sus propiedades. Los fibroblastos
son las células responsables de la fibrogénesis de la matriz extracelular (MEC) en la
gran mayoria de los tejidos, su funcidon depende de la comunicacion con la MEC a
través de la expresion de moléculas de adhesidn, principalmente de las integrinas y
del citoesqueleto. Entre sus funciones estan establecer las propiedades
fisicoquimicas de la MEC, la generacion de factores de crecimiento y la reparacion
del estroma en los tejidos dafiados. En 6rganos como el ojo donde el estroma es el
90% del espesor corneal, las colagenas y los proteoglicanos son fabricados por
fibroblastos, conocidos como queratocitos, con forma plana, y ubicados
paralelamente al depdsito de MEC. En la cornea, cualquier evento que modifique
esta organizacion de fibras paralelas produce un proceso de fibrosis, lo que conlleva
a pérdida de la vision. Adicionalmente, los fibroblastos de coérnea estan sujetos a
efectos de curvatura. Se ha reportado que células bajo un estrés por curvatura
activa sus vias de mecanotransduccion, teniendo como efecto el depdsito de MEC
fibrilar, un aumento en la rigidez extracelular asi como un aumento en la
contractilidad de las células, lo que no ocurre en los queratocitos en estado de
quiescencia. Las células responden a estimulos mecanicos como la rigidez de la
MEC a través de factores transcripcionales que regulan la respuesta a los cambios a
la rigidez a través de la tensién generada por el citoesqueleto. Las proteinas
YAP/TAZ estan relacionadas con eventos de mecanotransduccion regulando en el
nucleo la actividad transcripcional de sus genes blanco (Diaz et al., 2015).

El objetivo del presente proyecto de investigacion consistié en estudiar la respuesta
de los fibroblastos humanos de cérnea cultivados en hidrogeles de poliacrilamida de
diferente rigidez (1, 5, 20 y 40 kPa) y los efectos de curvatura a través de un
dispositivo microfluidico con una membrana deformable. Adicionalmente, se evalud
la respuesta de fibroblastos humanos de piel (linea celular BJ) cultivados en
hidrogeles de poliacrilamida de diferente rigidez (1,5 y 20 kPa) para comparar la
respuesta de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ. En este trabajo se observd
que tanto los fibroblastos de cdérnea como en las células BJ, responden a los
cambios en la rigidez del sustrato de cultivo con la formacién de fibras de estrés. En
el cultivo en sustratos suaves se ve la marca de fibras de estrés mas difusa con el
tiempo de cultivo. Por otra parte, los fibroblastos de cérnea y las células BJ
muestran diferencias en el esparcimiento celular o spreading (area), en el area
nuclear y la excentricidad. Sin embargo, en ambos tipos celulares la sefial de
YAP/TAZ se encuentra nuclear en sustratos rigidos y, por el contrario, citoplasmatica
en sustratos suaves. También se logré obtener un dispositivo microfluidico que
simula las caracteristicas fisiologicas de curvatura de la cornea. Estos resultados
son de relevancia debido a que nos permite entender los eventos que alteren o
modifiquen la coérnea a largo plazo que pueden dar como resultado alguna
patologia, o bien, la pérdida parcial o total de la vision.
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1. INTRODUCCION

El ojo es el érgano propio de la vision, es muy sofisticado ya que esta formado por
globo ocular con su nervio oOptico, dispositivos auxiliares en forma de parpados,
aparato lagrimal y musculos externos que trabajan juntos para formar una imagen y

transmitirla al cerebro.

El ojo humano se encuentra en una cavidad del craneo denominada cuenca
orbitaria, tiene una forma esférica debido a que posee fluidos en su interior (Boy, S.
et.al., 2012) como el fluido vitreo el cual cumple con la funcion de mantener la
transparencia, dar volumen al ojo y sostener la retina (Montefusco, C. y Matos,L
2016). Anatémicamente el ojo esta formado por un nervio 6ptico, fovea, retina,

coroides, esclerotica, humor vitreo, cristalino, pupila, humor acuoso y cérnea (Fig

1.).

Ciliary muscle ﬁ Sclera
Choroid

Fovea

Posterior chamber

Cor'weag\
Iris
Pupil Optic disk

Aqueous humor in -
anterior chamber

Lens

Zonule fibers Optic nerve and

retinal vessels

\— Retina

Vitreous humor

Figura 1. Anatomia del ojo humano. El ojo humano se compone de un nervio éptico, févea, retina,
coroides, esclerética, humor vitreo, cristalino, pupila, humor acuoso y coérnea, siendo esta ultima
donde se albergan los queratocitos (fibroblastos de cérnea). Imagen modificada con Biorender.

1.1 Cérnea como modelo de estudio

La cornea es un tejido de gran importancia para la salud visual, cuenta con

estructuras especializadas cuyas funciones dan funcionamiento y estabilidad al ojo,
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y gracias a sus funciones de proteccién, evita las posibles infecciones del medio

ambiente.

La cornea es un tejido avascular cuya irrigacion se deriva principalmente de los
vasos conjuntivales, epiesclerales y esclerales. En este sentido, la conjuntiva es una
membrana que va desde la superficie interior del globo ocular hasta la parte limbal,
tiene como funcién la formacién de la mucosa como una barrera de proteccion ante
agentes patoégenos (Saornil, M., et. al., 2009) , la episclera es una capa fibrovascular
que promueve la respuesta inflamatoria en caso de que exista un agente externo y
es la capa mas superficial de la esclera, esta ultima se encarga de darle la forma al
ojo y lo protege de dafios. También, la cornea es el primer elemento refractivo del
ojo y esto se debe a la curvatura, normalmente es transparente, abarca 1/6 de la
superficie total del ojo. Su cara anterior es eliptica y la posterior es circular.
Asimismo, la cara anterior convexa esta en contacto con el exterior y la posterior
concava esta recubierta de humor acuoso y constituye el limite anterior de la
camara anterior, su borde periférico encaja en el agujero escleral anterior, a nivel del
denominado limbo esclerocorneal, esta zona particular se ubica entre la cérneay la
escleroética, en esta transicion estan las células troncales por lo que tiene un papel

relevante en la renovacion del tejido (Alonso, S., et. al., 1993).

Algun ligero cambio en la hidratacion de la cérnea puede darse por multiples
factores, por ejemplo, la edad. Sin embargo, algun cambio o deformidad en ella
puede dar lugar a algun error de refraccion. La transparencia corneal es un
mecanismo optico que se logra a través del factor fisico que hace referencia a la
disposicion fisica de las lamelas corneales que son formadas por fibras de colagena
tipo I, IV, V y VI que van de limbo a limbo de forma paralela con algunas ligeramente
horizontales, las cuales forman una estructura tipo enrejada que elimina la
dispersion de la luz por interferencia mutua a partir de fibras individuales (Teoria de
Maurice) (Malacara, D.,2015).
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1.2 Estructura de la cérnea

La organizacion de sus distintas capas y otros factores contribuyen a mantener la
transparencia. Histolégicamente se han descrito cinco capas (Fig. 2) : epitelio basal,

membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio.
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Figura 2. Imagen histolégica de cérnea humana (200 x). Imagen tomada de Fernandez, A. et. al.,
2008. La cornea se compone de 5 capas, en la parte superior se encuentra el epitelio corneal
seguido de la membrana basal o membrana de Bowman. En el centro en mayor proporcion se
muestra al estroma y en la parte inferior se encuentra la membrana de Descemet y finalmente el
Endotelio.

Epitelio

Es la capa mas externa de la cérnea, es un epitelio plano, estratificado no
queratinizado, constituye al 10 % del grosor total de la cornea (50 micras de espesor
en la parte central) (Fernandez, A. et. al., 2008) y formado por 5-7 capas de células

de 3 diferentes tipos.

El epitelio tiene diferentes funciones, en cuestion éptica da transparencia y fuerte

poder refractivo, la refraccion optica es cuando los rayos de luz se reflejan en los
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objetos y viaja en el ojo; primero en la cornea donde el indice de refraccion es de
1.3771, después, pasan por el cristalino cuyo indice de refraccion es de 1.36 a 1.41
para la formacion de imagenes en la retina. El estado refractivo ideal es denominado
emetropia, esto se da cuando en estado de acomodacién relajada tiene su foco de
imagen como se menciono anteriormente, en la retina, es decir, cuando sin realizar
algun tipo de esfuerzo convergen los rayos de luz en la retina. Las constantes
opticas promedio del ojo humano; como el indice de refraccibn mencionado
anteriormente y el radio de curvatura, tanto de la cérnea, retina, cristalino, humor

acuoso y vitreo se pueden observar en la Tabla 1. (primer cuadro).

Esto es importante porque las lesiones de la cérnea pueden desarrollarse en
cualquiera de estos niveles. Existen distrofias corneales que pueden presentarse de
cuatro formas: epitelial, membrana de Bowman, estromales y endoteliales, algunas
son hereditarias, otras aparecen en la primera década de vida como las distrofias de
tipo estromal (Tamayo, L. y Bernal, J., 1998) aunque no son tan comunes como los
efectos que se dan por el cristalino donde la variacion en el estado refractivo del ojo
ideal se conoce como ametropia, que se puede clasificar en ametropias esféricas

(miopia e hipermetropia) y astigmatismo (Fig.3).

EMETROPIA — ~~
.'l . Estado de refraccion
La imagen se forma en v [ t ideal
la retina £ \

MIOPIA
Se corrige con lentes
La imagen se forma céncavas

delante de la retina

HIPERMETROPIA
Se corrige con lentes

La imagen se forma convexas

detras de la retina

ASTIGMATISMO .
Se corrige con lentes

La imagen se enfoca iregulares

mal

Figura 3. Refraccién ocular y sus variaciones. Imagen modificada de Cardinali P. et al., 2007. La
formacién de la imagen en la retina considerada como ideal es denominada emetropia, sin embargo
existen defectos en la refraccion denominados miopia, hipermetropia y astigmatismo que afectan

vision enfocada a objetos lejanos, cercanos y ambos, respectivamente.

10
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El epitelio también es una barrera a los fluidos externos y los microorganismos, es
estabilizador de la lagrima a través de microvellosidades, que son prolongaciones
membranosas digitiformes propias de las células epiteliales (Villa, C. vy
Santodomingo, J., 2010).

Membrana de Bowman

La membrana de Bowman es wuna capa acelular y fibrilar que mide
aproximadamente 17 micrometros y no puede regenerarse, su papel fisiolégico no
se conoce con exactitud pero se cree que contribuye a la estabilidad biomecanica
de la coérnea (Azar, D., 2008), se puede considerar como una regién especializada
del estroma anterior que modera las interacciones con el epitelio corneal
(Fernandez, A. et. al., 2008), es decir, actia como barrera fisica; su funcion
alternativa es la separacion del epitelio de la cornea de los queratocitos estromales,
cabe destacar que en mamiferos soélo esta presente en primates (Villa, C. y
Santodomingo, J., 2010). Se compone de fibras de colagena tipo | orientadas en
todas las direcciones y entrecruzadas, ademas, se adhiere a la membrana
basolateral epitelial mediante fibras de colagena tipo VII, lo que la hace unica y
difiere a la del estroma tanto en contenido de colagena como en estructura de

fibrillas .

Estroma

Es la parte mas gruesa de la cornea, estd compuesta por agua en un 75-80%,
abarca el 90% del espesor corneal total que son aproximadamente 500
micrémetros, estd formado por fibras de colagena densamente empaquetadas
(laminas corneales) dispuestas en haces paralelos entre si en cada laminilla y
dispuestas formando un angulo recto (Velazquez, G., 2015) con las fibras de las
laminillas adyacentes, formando una red ordenada (Fig. 2) (Fernandez, A. et. al.,,
2008). La colagena es fundamentalmente de tipo I. El tipo Il se encuentra en la

cérnea embrionaria y los tipos V y VI se encuentran en menor proporcion. Las fibras

11
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de colagena son de calibre similar, (22-35 nm) y estan espaciadas uniformemente
(41 nm) (Villa, C. y Santodomingo, J., 2010).

El estroma esta constituido por colagena y proteoglicanos (glicoproteinas), tales
como dermatan sulfato, queratan sulfato, heparan sulfato y acido hialurénico que
son los que mantienen las uniones entre las fibras de colagena estromales y
mucopolisacaridos. La parte posterior del estroma es la que presenta mayor
concentracion de queratan sulfato lo que le da un caracter hidrofilico mientras que
en la parte anterior es mayor la concentracion de dermatan sulfato que le ayuda
también a su hidratacion y propiedades estructurales (Villa, C. y Santodomingo, J.,
2010).

Estos dos componentes (colagena y proteoglicanos) son fabricados por fibroblastos
que también se les conoce como queratocitos, son de forma plana y al igual que
las fibras se encuentran paralelos a la superficie y sus extensiones se entrelazan
entre si mediante uniones tipo comunicantes o GAP (Boy, S. et.al., 2012). La
importancia de los queratocitos esta en que son los responsables del mantenimiento
del estroma. Estos queratocitos cuando existe alguna lesion, a manera de respuesta
adoptan la forma de fibroblastos activados que migran hacia la herida, secretan

colagena y glucoproteinas.

Esta organizacién particular de la estructura tisular es responsable del caracter
anisotropico de la cérnea por el cual ésta muestra propiedades fisicas distintas

cuando se le aplican fuerzas en diferentes direcciones.

Membrana de Descemet

Es una membrana elastica ya que esta formada por fibras de colagena, también es
resistente y de escaso espesor, esto le sirve porque tiende a ceder a la presion
intraocular (Peate, |. y Macleod, J. 2021). Sobre esta membrana se encuentra el
endotelio corneal. Tiene un grosor de entre 10-15 micrémetros. En los recién
nacidos, la membrana tiene aproximadamente 3 micrémetros de espesor y crece

aproximadamente 1 micrometro por cada década (Villa, C. y Santodomingo, J.,

12
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2010). Las células endoteliales son las responsables del aumento de grosor

progresivo durante toda la vida.

Endotelio

Es una monocapa de células poligonales la mayoria hexagonales, tiene un espesor
de 5 micrometros (Villa, C. y Santodomingo, J., 2010). Su funcion es regular el
fluido que entra a la cornea desde la camara anterior, por lo tanto se encarga de la
regulacion de la hidratacidon y nutricion por imbibicidn, y paso de electrolitos a traveés
de un bombeo i6nico de enzimas dependientes de la temperatura como la Na+/K+

-ATPasa que los devuelve a la camara anterior del ojo.

Su densidad celular (cantidad de células) va disminuyendo con la edad, y las
lesiones corneales; se pierde aproximadamente el 0.7% de células endoteliales
cada ano (Boy, S, et al., 2012). Se cree que el numero minimo de células
endoteliales necesarias para mantener la transparencia corneal es de 700 a 1000

por milimetro cuadrado.

1.3 Factores que afectan a la cérnea.

La cdrnea tiene que mantener un equilibrio hidrico para mantenerse transparente, si
se deshidrata pierde transparencia y se opaca (Malacara, D., 2015). Ademas, el
dafio mecanico o quirurgico, por ejemplo, cuando la estructura se rasguia, es
operada, sufre lesiones o quemaduras con acidos, la capa epitelial se dana lo que

provoca distrofias corneales.

Las distrofias corneales presentan acumulacién de sustancias, por ejemplo, en
opacidades focales hay acumulacién intracelular y extracelular de
glicosaminoglicanos. Asimismo, la acumulacion de liquido anormal puede formar
hidropesia en donde hay una ruptura de la membrana de Descemet y el humor
acuoso invade el interior de la cérnea, también los microquistes son formados por

la acumulacion de agua (Saona, C. 2006). Esta acumulacion de sustancias puede
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presentarse en el epitelio, endotelio, estroma y membrana de Bowman por lo tanto

esto provoca que se altere el funcionamiento normal de la cornea.

1.4 Propiedades mecanicas de la cérnea

Diversos estudios sobre las propiedades mecanicas de la cornea, relacionaban el
comportamiento de la cérnea con su grosor, lo cual indica que es un factor
importante. Actualmente existen diferentes aparatos que permiten evaluar el

comportamiento corneal en funcién de la deformacion de la curvatura.

La geometria que tienen los tejidos es el resultado de tensiones internas, propias de
su composicion celular o acelular, y también de factores externos a los cuales se
ven comprometidos por la relacién con el ambiente. De esta forma los factores que

influyen en la biomecanica son (Alcocer, P., 2016) :

e Factores intracorneales: estan asociados a las caracteristicas del tejido,
como, por ejemplo, composicidn, la hidratacién, el grosor de la cornea y el
cruzamiento de las fibras de colagena; caracteristicas que pueden ser
moduladas principalmente por factores como la rigidez y curvatura a la
que son sometidos las células de la cérnea (Junko, Y. et al., 2014) como

se describe mas adelante.

e Factores extracorneales: como la presidon atmosférica e intraocular, la

compresion de los parpados y la traccion de los musculos.

e Factores ambientales: genera enfermedades oculares, por ejemplo, la luz,
el flujo intenso de fotones puede generar lesiones que pueden llegar a ser
irreversibles en la cérnea, también traumatismos o cirugias pueden

desencadenar problemas.
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1.5 Rigidez

La homeostasis corneal esta influenciada por propiedades biomecanicas: la forma y
la curvatura estan gobernadas por su estructura mecanica, en particular, la rigidez
(del inglés stiffness) del estroma es relevante para mantener la estructura de la

cornea.

Como se mencion6d anteriormente, se necesitan dispositivos microfluidicos y
materiales biocompatibles para estudiar los queratocitos en un ambiente
biomimético, por lo que el conocer las propiedades mecanicas de los tejidos y los
materiales es relevante. Estas propiedades determinan la capacidad de un material
a deformarse mediante un esfuerzo (rigidez), su deformaciéon en el tiempo
(viscocidad), su incorporacion de agua o sales (porosidad) y la conversion a sus
propiedades originales (elasticidad) (Boy, S. et.al., 2012). Estas propiedades se
pueden medir a través de la generacion de un esfuerzo sobre el material (estrés) y

la observacion del grado de deformacion sobre éste a través del tiempo.

Experimentalmente (el estudio de los materiales se refiere a como se deforma un
material en respuesta a un esfuerzo, que se define como la fuerza sobre un area
determinada, y su comportamiento a través del tiempo) para medir la relacion entre
la aplicacion de un esfuerzo externo y la deformacidn de un material se utiliza el
modulo elastico o médulo de Young (E) que, como su nombre lo indica, es una
propiedad de los sdlidos que determina su resistencia a la deformacion y su
elasticidad en ciertas magnitudes (capacidad de sufrir deformaciones reversibles
cuando se aplica una fuerza externa) por lo que es un referente de la rigidez de los
materiales (capacidad de resistencia a la deformacion bajo un estrés mecanico) y su
unidad de medida son los Pascales (Pa) que deriva de la fuerza sobre una unidad
de area. La relacion esfuerzo-deformacion se calcula mediante la relacion entre el
valor de la fuerza sobre area y su valor de deformacion, lo cual nos dara una
constante de proporcionalidad (Fig.4) a lo que se le denomina modulo de elasticidad
(E) o Young (Farsi, A., et.al., 2017). En este sentido, un material rigido tendra un
modulo de Young alto, por el contrario un material flexible tendra un médulo de
elasticidad bajo (mayor grado de deformacién con un menor esfuerzo). Un material
elastico, cuando se le aplica fuerza tiene la capacidad de deformarse y regresar a su

forma original cuando se elimina la fuerza (Moeendarbary E. y Harris A. 2014).
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Figura 4. Curva de fuerza contra deformacion y ecuaciéon de moédulo de Young. Modificada de
Caplan N. y Banaszkiewicz P., 2019. La pendiente resultante de la relacion esfuerzo-deformacion nos
permite saber las propiedades del material. El punto 1, 2 y 3 representan a la deformacion del
material donde puede ser revertida completamente, por el contrario, en el punto 4 la deformacién del
material es irreversible, en cambio el punto 5 es cuando el material es irreversible y puede llegar a
una ruptura.

Desde hace mas de 20 afios ya se han realizado estudios de deformacion en la
cérnea tanto en humanos, como en animales bovinos y conejos, donde se ha visto
que la cornea no tiene un mddulo elastico y varia de acuerdo la direccion y la regién
(anisotropia) debido a que la elasticidad es una propiedad intrinseca. Incluso, ya se
han reportado los valores del médulo elastico para cada capa de la cornea, la
membrana basal anterior tiene un valor de 7.5 + 4.2 kPa, la membrana de Bowman
tiene una rigidez de 109.8 + 13.2 kPa, por otro lado, el estroma anterior tiene un
valor de 33.1 + 6.1 kPa y por ultimo, el valor de la membrana de Descemet es de
50 £ 17.8 kPa (Last, J. et.al, 2012). La diferencia entre estas mediciones pudiera
deberse a que el valor de 33.1 + 6.1 kPa del estroma anterior, fue medido a través
de microscopia de fuerza atdomica y pruebas de indentacion, por lo que la
profundidad de medicién pudo ser un factor, considerando la interconectividad de las

fibras de colagena tiene un aumento en el estroma anterior ya que esta debajo de la
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capa de Bowman, lo cual puede incrementar el modulo elastico (Miyagi, H. et.al.,
2018). Otros estudios demuestran que la rigidez del estroma corneal normal en
conejos (que es equivalente a la de los humanos) es de aproximadamente 25 kPa
(Miyagi, H. et.al., 2018).

Es relevante resaltar que la rigidez es importante y necesaria para generar
esfuerzos dentro de la célula y conducir al esparcimiento celular, por lo que los
valores del mddulo elastico tienen un papel importante en la homedstasis de la

cornea.

1.6 Curvatura

El tercio central de la cérnea, también conocido como zona 6ptica, en el humano es
casi esférico y tiene un radio de curvatura de 7,8 mm (Tabla 1). En cambio, la
cornea periférica tiene una curvatura menor, su radio también varia y la superficie
posterior es casi esférica teniendo un radio de curvatura de 6,5 mm, ambos radios
son superiores a los del cristalino y retina, como se puede observar en el Tabla 1.
En un recién nacido la cérnea es relativamente grande y su curvatura es mas
pronunciada, sin embargo, la cérnea continua creciendo en diametro, y se va
aplanando con el paso del tiempo, de modo que en el primer afo de vida casi

alcanza las medidas adultas.

Es importante mencionar que las propiedades biomecanicas de la cérnea afectan la
curvatura y su conformacion, por ejemplo, la baja presion intraocular se asocia con
cambios en la curvatura de la cornea central e incluso se relaciona con la rigidez.
Las corneas delgadas tienen menor rigidez aun cuando la concentracion de

colagena es normal (Wallace, H. et.al., 2019).

17



Tesis de licenciatura “Estudio De La Regulacién De Las Propiedades Elasticas Y De Curvatura En La Activacion De Las Vias
De Mecanotransduccién En Fibroblastos Humanos De Cornea”.

Tabla 1. Constantes épticas del ojo humano promedio.

Radios de curvatura Superf!c!e antenc!r 7.8 mm
Superficie posterior 6.5 mm
Cérnea
Potencia optica 43D
Grosor 3.05 mm
Indice de refraccion 1.3771
Humor acuoso indice de refraccién 1.3374
Radios d t Superficie anterior 0.2 mm
adios de curvatura Superficie posterior -6.0mm
Cristalino
Potencia optica 19.0D
Grosor 4.00 mm
indice de refraccién 1.36 a 1.41
Grosor 4.00 mm
Humor vitreo indice de refraccion central 1.36 a 1.41
indice de refraccion externo 1.386
Retina Radio de curvatura -13.4

Modificada de Malacara, D., 2015. El ojo humano tiene una longitud de 24.75 mm.

1.7 Vias de mecanotransduccioén

La mecanotransduccion es la transmision y la conversion de estimulos mecanicos,

principalmente extracelulares, a sefales intracelulares que producen una respuesta;

es decir, un estimulo mecanico extracelular es sensado y a su vez convertido en

sefales bioquimicas mediante los complejos de proteinas de union, éstas son los

encargadas de transducir ese estimulo al interior de la célula por ejemplo, con el

reacomodo del citoesqueleto de actina, que son transmitidos hasta el nucleo

activando factores transcripcionales, los resultados de estos estimulos van desde el

cambio en la forma de las células hasta la expresién de nuevas proteinas (Diaz, D.

et.al., 2015).

18



Tesis de licenciatura “Estudio De La Regulacién De Las Propiedades Elasticas Y De Curvatura En La Activacion De Las Vias
De Mecanotransduccién En Fibroblastos Humanos De Cornea”.

Las células son sistemas dinamicos que han desarrollado mecanismos adaptativos
para mantenerse viables, por ejemplo, el citoesqueleto tiene diversas funciones,
como el conferir forma y polaridad a la célula asi como comunicarse con su medio
extracelular. Esta estructura, le permite a la célula ser capaz de identificar el grado

de rigidez que tiene el sustrato.

Por lo tanto, las células al detectar estimulos como la rigidez y curvatura, responden
convirtiendo esos estimulos en una respuesta celular a través de mecanismo
bioquimicos (Fig.5). A modo de ejemplo, en la matriz extracelular (MEC) los cambios

en la rigidez provocan un reacomodo en el citoesqueleto de actina (fibras de estrés).

Estas fibras de estrés, son estructuras contractiles por el acoplamiento que tienen
con el aparato de actomiosina, donde la activacion del mismo genera una fuerza
contractil y va formando nuevos filamentos denominados fibras de estrés, las cuales
son las encargadas de llevar la sefial mecanica hasta el nucleo donde habran
complejos proteicos denominados LINC (del inglés Linker of Nucleoskeleton and
Cytoskeleton) conformados principalmente por las proteinas SUN (proteina de la
membrana interna) y Nespirina (proteina localizada en la membrana externa), las
cuales, unen a la envoltura nuclear con el citoesqueleto y tienen la capacidad de
deformarlo generando cambios en la forma de la célula, esto debido a que el nucleo
puede ser desplazado la accion de proteinas motoras, procesos de polimerizacion,
despolimerizacion, etc. (Sosa B.A et al., 2012). Asimismo, se ha visto que puede
presentar cambios en la proliferacion celular, en su polaridad, migracién, cambios
fenotipicos como la transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Speight P. et al., 2016) o
excentricidad (nos dice que tan circular es una célula ya que es considerada como
una elipse y se obtiene dividiendo el eje menor entre el mayor, de esta forma una
célula circular es aquella cuyo valor sea igual a 1) y area de las células
(esparcimiento). En este proceso participan las adhesiones focales, las cuales a
través de una cascada de eventos donde reclutan y acoplan proteinas van formando
complejos intracelulares que se ensamblan con el citoesqueleto de actina acoplado
al aparato de actomiosina que le confiere a la célula el potencial de generar
esfuerzos al identificar los cambios en las propiedades mecanicas extracelulares

(rigidez o suavidad del sustrato) y dependiendo de estas propiedades sera la fuerza
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de traccidon que la célula ejerza y por lo tanto, la cantidad de adhesiones focales

formadas es la que determina el grado de area celular (Zhou J. et al., 2015).

Asociado a ello se han estudiado los factores transcripcionales YAP/TAZ que estan
relacionados con las fibras de estrés, regulando la actividad transcripcional del

nucleo relacionada a la tensién sobre el citoesqueleto (Diaz, D. et.al., 2015).
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Figura 5. Diagrama de mecanismos que regulan YAP/TAZ. Tomada de Cai,X., Wang, K. y Meng,
Z., 2021. La actividad de YAP/TAZ es dependiente de sefales mecanicas como la rigidez de la
matriz, el contacto célula-célula, la rigidez de la matriz extracelular y el cizallamiento del flujo
(esfuerzo cortante). Cuando la ruta esta en su estado apagado las cinasas estan inactivas lo cual
permite que las proteinas YAP/TAZ transloquen al nucleo y se unan a TEAD que es el factor
transcripcional; por el contrario, cuando la ruta Hippo esta encendida, las cinasas se encuentran
activas, YAP/TAZ esta fosforilado lo cual evita su entrada a nucleo.

Via Hippo YAP/TAZ

La ruta Hippo es una cascada de cinasas, cuando la via se encuentra inactiva, las

cinasas MST 1y 2 (del inglés Mammalian Ste20-like) fosforilan a las proteinas LATS
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1y 2 (del inglés Large Tumor Suppressors) (qQue a su vez son cinasas) las cuales
también fosforilan e inactivan a la proteina conocida como YAP (del inglés
Yes-associated protein), y al coactivador transcripcional conocido como TAZ (del
inglés Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif). Al estar fosforilados estos
cofactores transcripcionales, a través de la proteina 14-3-3, son arrestados en el
citoplasma y, en algunos casos, son sujetos a degradacion via proteasoma. Por otro
lado, cuando estos cofactores (YAP/TAZ) se encuentran desfosforilados se transloca
al nucleo y se unen a la familia de factores transcripcionales TEAD (del inglés The
transcriptional enhanced associated domain) (Cai,X., Wang, K. y Meng, Z., 2021).
Este complejo promueve la proliferacion celular, migracion y movilidad, gracias a los
genes blanco de este complejo que son, por ejemplo las proteinas CYR61 (del
inglés Cysteine-rich angiogenic inducer 61) , BIRC5 (del inglés Baculoviral IAP
Repeat Containing 5), CTGF (del inglés Connective tissue growth factor), etc (Zhao
B. et al., 2008).

En enfermedades como la fibrosis, estos cofactores transcripcionales se encuentran
desregulados, generalmente de manera positiva. Debido al aumento de la rigidez
en la MEC se genera un depdsito excesivo de sus componentes y como
consecuencia, se da un endurecimiento del tejido como asa de retroalimentacion
positiva. Asimismo, el tener una MEC fibrotica promueve la proliferaciéon celular y
cambia la polaridad de las células generando la pérdida de las funciones y el
desarrollo de tumores (Noguchi et al., 2018 ). Por esta razén se ha propuesto que la

inhibicion de YAP/TAZ sea una estrategia para prevenir la fibrosis.
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2. ANTECEDENTES

La cornea es la estructura con mayor poder refractivo del ojo humano (Torres, M.,et
al., 2005) debido a que permite la transmisién de la luz y mediante la refraccién
ayuda a la focalizacién, ademas de proteger las estructuras intraoculares. Para que
la cornea sea transparente es importante la distribucion regular de las células del
estroma y también de las macromoléculas. Histolégicamente los queratocitos se
disponen a lo largo del estroma con diferentes tamafos y densidades, formando una
red tridimensional en espiral a través de la cérnea, su aspecto es el de fibroblastos

aplanados entre las lamelas de colagena (Fig.6) (Rada, J. et al., 2005)

Lamelas
estromales

AN W e

D

Fibroblastos

AR TSR B

Figura 6. Distribucion de queratocitos en el estroma corneal. Tomada de Rada, J. et al., 2005. A)
Micrografia de queratocitos donde se observan fibroblastos aplanados en forma de red. B) Esquema
de fibroblastos aplanados entre las lamelas corneales.

Por consiguiente, dos de los factores importantes para el buen funcionamiento del
ojo y sobre todo para tener una buena vision, son el mantenimiento de las
condiciones de la cornea tales como la rigidez y curvatura. Sin embargo, estos dos
factores se pueden ver afectados por diferentes condiciones, una de ellas son las
hormonas, como se ha observado en el embarazo, y la retencidon hidrica que
parecen modificar las condiciones de la cérnea bajo efectos de los cambios en la
presion haciendo que las cérneas sean facilmente deformables, modificando su

rigidez y curvatura (Alcocer, P., 2016).

Otro factor importante que modifica las condiciones biolégicas en la cornea es la

obesidad y la diabetes. Un estudio reciente elaborado por el equipo de Xu, P. et. al.,
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2020 muestra a ratones que fueron inducidos mediante dieta a la enfermedad de
diabetes tipo 2 donde encontraron que sus cdrneas era mas suaves debido a
cambios en la localizacién de las proteinas epiteliales Crb3 y PKCC (PKC zeta), asi
como la disminucién de fibronectina; sus resultados sugirieron que la edad vy el

medio ambiente también afectan la integridad de la cérnea.

Asimismo, ya se ha investigado el papel de la rigidez en la homeostasis de la cérnea
a través de materiales como los que se proponen en este proyecto, por ejemplo,
hidrogeles y precursores como la colagena. También se han realizado estudios
empleando compuestos de diferente rigidez que van desde geles suaves 10 kPa
hasta los 250 kPa, abarcando los valores fisiologicos y los fibréticos (Thomasy, S. et
al.,, 2018). Sin embargo, la mayoria de estos estudios estdn enfocados en
bioimpresiones (Tabla 2) esto nos muestra la importancia y el avance que han
tenido ciertas disciplinas como la ingenieria de tejidos para realizar la imitacion de
una, dos e incluso todas las capas del tejido corneal con materiales naturales como
colagena, gelatina, quitosano, acido poliglicélico (PGA) entre otros, en andamios
tipo fibras, peliculas, espumas, por mencionar algunos. En esta revision de estudios
(Tabla 2), observaron una baja transmisiéon de luz, asi como menor poblacion
celular, aunque en algunos si se lograba la organizacion fisicoquimica del estroma,
cabe destacar que fueron muy pocos los que lograron la fase 1 en ensayos clinicos.
Sin embargo, aun no existe un tejido corneal disponible para uso clinico ya que
reconstruir al estroma es una tarea compleja, es dificil integrar estabilidad

biomecanica, interacciones célula-célula y transmision de luz (Fuest, et al., 2020).
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Por lo mencionado anteriormente, es de importancia el estudio de la influencia de
las propiedades mecanicas, particularmente la curvatura y la rigidez en la cornea
que impactan de manera directa el comportamiento de las células que la componen
asi como su organizacion con la MEC. Existen diversos estudios o investigaciones

que ya han evaluado de manera individual cada uno de estos parametros.

En lo que respecta a la rigidez, se ha estudiado la expansion de células endoteliales
de cérnea bovina en un sustrato biomimético con PDMS recubierto de colagena tipo
IV a una rigidez de 50 kPa donde vieron que las células crecieron en monocapas de
mayor densidad. También las células presentaron una morfologia poligonal (similar a
la presentada en tejido); cabe mencionar que no presentd el fendmeno de la
transicion endotelio a mesénquima (Palchesko, R. et al , 2015). Ademas, en
fibroblastos corneales de conejo, se ha estudiado el efecto de la rigidez mediante el
uso de hidrogeles de poliacrilamida (PAA), recubiertos con colagena tipo | y lll, a
valores de rigidez de 1.5 kPa (suave), 22 kPa (condicion fisiologica) y 71 kPa
(fibrdtica). Ademas, se investigd el efecto de latrunculina B, influenciado por la
rigidez del sustrato, sobre la transformacién de los queratocitos (fibroblastos) a
miofibroblastos. Los resultados arrojaron que latrunculina B modula (disminuye) la
expresion del mRNA y proteina de la actina de musculo liso alfa (alfa-SMA), un
marcador del fenotipo de miofibroblastos en hidrogeles rigidos versus blandos
después del tratamiento con Lat-B, asimismo, disminuye la transformacién de
queratocitos a miofibroblastos en sustratos mas rigidos (71 kPa) que el estroma
normal de conejo (22 kPa). Por tanto, se sugiere que la rigidez influye de manera

positiva en la transformacion de los miofibroblastos (Thomasy, S. et al., 2018).

De igual forma, ya se ha realizado el cultivo de queratocitos, células epiteliales
corneales y conjuntivales humanas en un microdispositivo con microcanales de
PDMS que simula la estructura 3D del ojo humano. Dicho dispositivo es un andamio
poroso con curvatura de 5 mm para aproximar la curvatura de la cornea humana, le
depositaron queratocitos humanos en un gel de colagena para imitar el estroma, en
la superficie del andamio sembraron células epiteliales de cérnea humana y células
epiteliales conjuntivales que se mantuvieron viables durante 3 semanas, abarcando
asi la parte mecanica y fisiolégica. Sus resultados fueron favorables, lograron la

generacion de los epitelios, con fenotipos diferenciados, también se generd la
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formacion de uniones estrechas y vieron un aumento de expresién de citoqueratina
y mucina. lgualmente, simularon caracteristicas patolégicas del ojo seco y

mostraron el fluido de una lagrima artificial (Jeongyun, S. et al., 2016).

En cuanto a curvatura, ya se han realizado investigaciones con diferentes células
del modelo de la coérnea (epiteliales, endoteliales, fibroblastos, etc.), como se
mencionod previamente, en el chip también conocido como dispositivo microfluidico
(es una alternativa para el estudio de las células, puede generar estimulos
mecanicos controlados, por ejemplo, a través de canales puede haber un flujo
laminar que ayuda a llevar a cabo diversos analisis de complejos sistemas celulares
en un microentorno controlado), utilizaron una curvatura de 5 mm aproximada a la

fisiologica de la cérnea que es de 7.8 mm.

Otros estudios enfocados en realizar injertos de células endoteliales de cérnea, han
creado una membrana de atelocolageno porcino (se obtiene tras la eliminacién del
telopéptido de la colagena) irradiada con UV, dicha membrana presenta un radio de
curvatura de 8 mm y una profundidad de 2 mm, en ella evaluaron transparencia,
permeabilidad y distribucién de las células. Observaron que la membrana curva
mantuvo su transparencia hasta 4 meses, la absorbancia de luz también fue
evaluada ya que la cornea desempefia un papel importante al cortar la luz
ultravioleta que ingresa al ojo y el hecho de que la membrana actue de manera
similar a la cornea en términos de absorbancia de rayos ultravioleta es muy
importante. Por otra parte, en la evaluacién in vivo (implantaron la membrana en
ojos de conejo) no mostrd toxicidad ni causé inflamacion, ademas, se obtuvo una
alta permeabilidad proteica; esto fue evaluado a través de un dispositivo de prueba
de permeabilidad y posteriormente con tincién de plata detectaron albumina, lo que
sugiere una buena permeabilidad. Sin embargo, hacen mucho énfasis en que la
curvatura es importante para que las células endoteliales corneales se adhieran

logrando una distribucién uniforme y regular de las mismas (Junko, Y. et al., 2014).

Ademas, se ha visto que la curvatura influye en la alineacion de las células, se ha
demostrado que un tejido curvo favorece el crecimiento, estratificacion y
diferenciacion de células epiteliales de la cérnea, manteniendo su integridad, ya que
al tener 7,9 mm de radio de curvatura mostraron mayor expresion de marcadores

como ALDH3, decorina, CHST6 que son especificos del estroma de la cérnea, asi
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como la expresion de CK3, ZO-1, colagena tipo VIl y laminina lo que indica la
activacién de fibroblastos y con ello un alto grado de anisotropia. Esto se logré con
plantillas de agarosa funcionalizadas (proceso en el que se adicionan grupos
funcionales para promover la incorporacién de otras moléculas brindandole otras
propiedades al material) con matrigel o péptido anfifilico (PA) (Gouveia, R. et al.,
2017).

Existe otro dispositivo microfluidico tipo chip de PDMS para tener un modelo celular
en 3D que permite estudiar las condiciones fisioldgicas y patoldgicas de la cornea
que también permite el estudio de farmacos oftalmolégicos en la camara anterior.
Este dispositivo consta de tres canales (de 160 um de alto y 400 ym de ancho)
simulando la arquitectura de la cdérnea, el canal de en medio estaba relleno de
colagena tipo | (simulando la membrana de Bowman), cultivaron células endoteliales
y epiteliales de ratén. Las células formaron capas a las 48 horas y llegaron a ser 7
capas de células epiteliales, en la parte superior de la membrana de Bowman,
igualmente encontraron la expresion de ZO-1 lo que indica la formacion de uniones
estrechas y citoqueratina que es una proteina especifica de células epiteliales lo que

demuestra la viabilidad del dispositivo (Bai, J.et al., 2020).

En un estudio elaborado por Connon, C. et al en 2013 utilizando células epiteliales
del limbo y de la cornea central, investigaron la ubicacion celular del factor de
transcripcion nuclear YAP/TAZ y su relacion con la rigidez, los autores vieron que en
una cornea normal YAP/TAZ se encuentra predominantemente localizados en el
citoplasma al igual que en los geles suaves vy, por el contrario, en los geles mas

rigidos YAP/TAZ se encontraban en el nucleo.

Por tanto, en este trabajo se plantea estudiar la respuesta de los fibroblastos
humanos de cornea a distintos valores de rigidez y a las propiedades de curvatura,
tomando en cuenta la polimerizacion de actina, la deformaciéon nuclear, el
esparcimiento celular (cambio en el area que tiene la célula sobre la superficie) y la

activacion de los cofactores YAP/TAZ.
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3. JUSTIFICACION

Los fibroblastos son las células responsables de la fibrogénesis de la matriz
extracelular en la gran mayoria de los tejidos y no son la excepcidn los queratocitos
de la cornea. Asimismo, cambios en la curvatura tiene como efecto el depdsito de
MEC fibrilar y un aumento en la rigidez extracelular lo cual induce un proceso de
fibrosis en donde cualquier cuestion que modifique la organizacion de fibras

paralelas puede desencadenarlo.

La pérdida de la vision por problemas en la cornea como opacidad corneal (causada
por afecciones degenerativas, infecciosas, nutricionales, congénitas, etc)
representa el 3,46% de la ceguera mundial y el 1,65% de la ceguera y la
discapacidad visual en todo el mundo (IAPB Vision Atlas, s.f.), en algunos casos
como, por ejemplo, las distrofias corneales y el queratocono (afeccion que adelgaza
la cérnea y cambia su forma como un cono) su unico tratamiento es el trasplante de
cornea. Sin embargo, las infecciones, los traumatismos y las inflamaciones

corneales pueden prevenirse y tratarse.

Por lo que el conocimiento de las propiedades elasticas y de curvatura en la
activacion de vias de mecanotransduccion permite el entendimiento de procesos
fisiopatolégicos de la cérnea asi como el desarrollo de estrategias a problemas
estromales ya que cualquier evento que altere o modifique la cornea a largo plazo
puede dar como resultado alguna enfermedad o bien, pérdida parcial o total de la

vision.

4. HIPOTESIS

Los fibroblastos de cérnea se localizan inmersos en el tejido conjuntivo fibrilar y bajo
efectos de curvatura sin tener un fenotipo fibrogénico. Por tanto, si cultivamos los
fibroblastos de cérnea en sustratos de rigidez mayor o grados de curvatura
diferentes a los reportados fisiologicamente, los fibroblastos adquiriran un fenotipo
de activacion polimerizando su citoesqueleto de actina y activando a las proteinas
YAP/TAZ.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la respuesta de los fibroblastos humanos de cérnea a la rigidez mediante el

cultivo en hidrogeles de poliacrilamida y a los efectos de curvatura a través de un

dispositivo microfluidico que contiene un membrana con curvatura.

5.1.1 Objetivos Especificos

1.

Evaluar el esparcimiento (cambio en el area de la célula) y la excentricidad
(que tan circular o alargada se mantiene la célula) en los fibroblastos

cultivados en los hidrogeles de poliacrilamida (HG PAA) con diferente rigidez.

Determinar el esparcimiento nuclear (cambio en el area del nucleo) y la
formacion de filamentos de actina (F-actina) en fibroblastos de cornea

cultivados en HG PAA con diferente rigidez.

Evaluar la activacion de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ en

fibroblastos de cérnea cultivados en HG PAA.

Comparar la respuesta de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ de los

fibroblastos de piel y de cérnea humana cultivados en HG PAA.

Fabricar un dispositivo microfluidico para la evaluacion de la formacion de
filamentos de actina en los fibroblastos de cérnea cultivados bajo el efecto de

curvatura.
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En el siguiente diagrama se explica la metodologia utilizada para los primeros tres

objetivos planteados.
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6.1 Evaluar el esparcimiento (cambio en el area de la célula) y la excentricidad
(que tan circular o alargada se mantiene la célula) en los fibroblastos de
coérnea humana cultivados en los hidrogeles de poliacrilamida (HG PAA) con

diferente rigidez.

Para realizar el objetivo numero 1, se fabricaron hidrogeles de poliacrilamida con los

siguientes valores de rigidez: 1 kPa, 5 kPa, 20 kPa y 40 kPa.

En un cubreobjetos se elaboraron los HG PAA, asimismo, se les deposito colagena
tipo 1 conjugada para después cultivar fibroblastos de coérnea humana. Los
fibroblastos se mantuvieron en medio de DMEM con alta glucosa hasta su cultivo en
HG PAA a una densidad de 5.0x10* células en cada experimento. Posteriormente se
evaluo el esparcimiento y excentricidad en los fibroblastos cultivados en HG PAA
mediante microscopia de contraste diferencial de interferencia, o DIC (por sus siglas
en inglés), y se analizaron las imagenes por el software libre FIJI como se ilustra a

continuacion:

2.- Cultivo de fibroblastos 3.- Hidrogeles de diferente

1.- Descongelamiento de 1
vial de células.

|l‘|_|

b.- Toma de fotos (Microscopia
DIC) y andlisis mediante el
software FIJI.

o

up

(]

en medio de alta glucosa
Dilucidn 1:2.

5.- Cultivo de fibroblastos
en HG de PAA con coldgena

tipo 1.
s

af-
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6.2 Determinar el esparcimiento nuclear (cambio en el area del nucleo) y la
formacion de filamentos de actina (F-actina) en fibroblastos de coérnea

cultivados en HG PAA con diferente rigidez.

Como se muestra a continuacioén, se evalud para el objetivo 2 la formacién de F-
actina y la deformaciéon nuclear. Para la deformacion nuclear se marcaron los
nucleos con DAPI y su analisis (area del nucleo) se llevé a cabo en el software FIJI.
La formacion de F-actina se determind de forma cualitativa a través del marcaje con
faloidina acoplada al fluorocromo Alexa 488, s6lo se observo la intensidad de la

marca que sirvio para medir el area celular.

Fibroblastos en HG de PAA con Fijacién
colagena tipo |,
4
et
- Permeabilizacién
TkPa 5kPa 20 kPa 40 kPa
== 4
-
Toma de fotografias y
andlisis en FIJI ) Blogueo y marcaje
Mantaje
W
w - DAPI

L FALOIDINA

0

6.3 Evaluar la activaciéon de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ en
fibroblastos cultivados en HG PAA.

En el objetivo 3, se evalu6 mediante inmunofluorescencia la activacion de los
cofactores transcripcionales YAP/TAZ en fibroblastos de cdérnea cultivados en HG
PAA
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Para ello, en HG PAA de diferente rigidez se cultivaron fibroblastos de cérnea a 24 y
48 h. A través de inmunomarcaje con un anticuerpo primario anti-YAP (63.7) de
Santa Cruz (SC-101199, monoclonal de ratdén), se estudié la activacién de los
cofactores, ya que, este anticuerpo reconoce a ambas proteinas YAP y TAZ,
posteriormente, se tomaron fotografias en un microscopio de fluorescencia (The

ZOE Cell Imager) y se analizaron en con el software FIlJI, como se ilustra enseguida:

Fibroblastos en HG de PAA con Fijacion
colagena tipo |.
4

—

i -

o Permeabilizacién

TkPa 5kPa 20 kPa 40 kPa
= ,f
Toma de fotografias y
analisis en FIJI ) Bloqueo e
Maontaje inmunomarcaje
“';— - - YAP

6.4 Para la fabricacion del dispositivo o chip con canales microfluidicos se

utilizé la siguiente metodologia.

Se realiz6é una réplica en PDMS a través de la técnica molde-réplica en un molde de
polimetilmetacrilato (PMMA) asimismo, fue necesario hacer una estructuracién por
spin coating (método para fabricar una pelicula uniforme sobre un sustrato) de la
membrana de Loctite 3525 sobre una membrana de IPS (Obducat Intermediate
Polymer Stamp) esta membrana contiene la réplica del patron de difraccién de un
DVD. La membrana de Loctite 3525 es importante en el dispositivo porque esta

microestructurada con una réplica de una rejilla de difraccion y de esta manera
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puede generar un patron que se puede utilizar para caracterizar deformaciones al

momento del inflamiento de la membrana y ver el comportamiento del material.

Posteriormente, se adhiere la membrana de Loctite 3525 al bloque de PDMS, para
ello, fue necesario irradiar el bloque de PDMS vy el portaobjetos de vidrio con
descarga corona (consiste en realizar una descarga eléctrica sobre las superficies a

unir) con una bobina Tesla como se muestra en la siguiente imagen.

. Molde- réplica Desecador
Preplglr)amon de PDMS 10 min.

MS

us EE— -
" A ) Sustrato de DVD

— \
4 horas- 60° Desecador
1 hora- 60° Dgscarga 10 min.
orona
i
v 4 ﬁ\
S @)

Portaobjetos

6.5 Comparar la respuesta de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ de los

fibroblastos de piel y de cérnea humana cultivados en HG PAA.

Para evaluar este objetivo, se utilizaron imagenes proporcionadas por el laboratorio
de micro y nanotecnologia, tomadas por la alumna Dalia Stephanie Aguirre
Maldonado. Las imagenes son de HG de PAA de diferente rigidez (1, 5, 20 kPa)
cultivados con fibroblastos de piel (células BJ) a 48 h marcados con faloidina y
DAPI. Las muestras se analizaron mediante el software FIJI y posteriormente los
resultados obtenidos por el anadlisis acerca de la respuesta de los cofactores

transcripcionales de ambos fibroblastos (cornea y piel), se compararon.
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Respuesta de los cofactores

Fibroblastos de cornea . transcripcionales YAP/TAZ Fibroblastos de piel .
e .
Software FlJI
Software FlJI
7. METODOS

71 FABRICACION DE SUSTRATOS CON RIGIDEZ CONTROLADA
(HIDROGELES DE POLIACRILAMIDA)

Silanizacién de portaobjetos. Los portaobjetos en los que se va a colocar el
hidrogel de poliacrilamida, se debe preparar la superficie del portaobjetos
exponiéndolos a diclorodimetilsilano (DCDMS) por 1 h, de esta manera evitamos

que el hidrogel quede adherido a la superficie de vidrio.

Para ello primero se deben de limpiar correctamente, utilizando una limpieza
ultrasénica. Los portaobjetos a tratar se ponen en caja de vidrio con etanol al 70%
durante 5 minutos en el bafo ultrasénico que mediante el efecto de cavitacién quita
la suciedad del cubreobjeto. El proceso se repite una vez mas pero con agua

desionizada durante 5 min.

Una vez limpios los portaobjetos, se trataron con diclorodimetilsilano (DCDMS). En
un frasco se colocaron 40 pL de la solucién y en un tupper se acomodaron los
portaobjetos a tratar cerrandose durante toda la noche, dentro de la campana de
extraccion. Pasadas las 24h el tupper se abri6 un poco y se dejo otra noche
entreabierto en la campana de extraccion. Posteriormente se realizé una limpieza

con agua desionizada.

Funcionalizacion de cubreobjetos. Se Ilimpiaron los cubreobjetos

ultrasonicamente con alcohol al 96% dos veces durante 5 minutos y una tercera vez
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con agua desionizada. Este proceso nos permite limpiar y oxidar (aparicion de
grupos funcionales tales como -OH o -COOH) la superficie para poder modificar la
superficie. En seguida, se incubaron con una solucién de 3-(Metacrilato de
trimetoxisilil) propilo (TMSPMA) al 2%, en solucién al 1% de acido acético en etanol
absoluto (v/v). Generalmente, se utilizan 10 mL de la solucién por caja petri cubierta
con parafilm, donde se pueden colocar aproximadamente 10 cubreobjetos, se
recomienda que la caja sea de vidrio por la presencia de acido acético. Después, la
caja con la solucion se pone en agitacion durante 1 hora. El tiempo de incubacion
puede variar dependiendo del tiempo en el que se van a mantener en cultivo las
células, a mayor tiempo de agitacién, mayor sera el tiempo de adherencia del

hidrogel al cubreobjetos.

Finalmente, se desechd la solucion y se limpi6 cada uno de los cubreobjetos

sumergiéndolos en etanol al 96% una vez y dejandolos secar en una sanita.

Preparacion de hidrogeles de poliacrilamida. Para obtener los diferentes grados
de rigidez, se utilizaron diferentes proporciones de cada solucidon (acrilamida,
bisacrilamida y agua dH2O), para medir los pascales en el laboratorio se ha
confirmado al menos para 1 y 5 kPa por el método de indentaciéon (consiste en
presionar con un indentador la superficie del hidrogel para medir dureza y mdédulo

de Young).

Por lo tanto, se realizaron geles de diferente rigidez (1,5, 20 y 40 kPa), para cada

condicion se realizé una solucion como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3. Cantidades para HGPAA.

1 kPa 5 kPa 20 kPa 40 kPa

Agua (dH20) 860 pL 800 pL 668 pL 560 pL

Acrilamida 125 uL 125 uL 200 pL 200 pL
40%

Bisac;il/amida 15 pL 75 uL 132 uL 240 pL
a

Se muestran las cantidades utilizadas para preparar 1 ml de solucion para los diferentes médulos
elasticos ( 1,5,20 y 40 kPa) de los HGPAA, las cantidades fueron adaptadas de acuerdo con Tse JR
y Engler AJ 2010.
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En el mililitro de solucién se agregaron 10 uyL de APS y 1 uL de TEMED vy se
mezclaron para una polimerizacion uniforme. Posteriormente, se agregd 110 uL de
la solucidon en los portaobjetos silanizados y por encima se colocaron los
cubreobjetos circulares acoplados al TMSPMA evitando la formacion burbujas y
tratando de que abarque todo el cubreobjetos. Se dejaron polimerizar
aproximadamente 30 minutos. Después de la polimerizacion, los cubreobjetos con el
hidrogel adherido se lavaron 3 veces con 1mL de PBS 1X durante 10 minutos c/u

en agitacion.

Pegado de proteina en la superficie del hidrogel. Después del proceso de
polimerizacidn, los hidrogeles se lavaron con solucion amortiguadora de HEPES 50

mM pH 8.2 durante 10 minutos en agitacion.

Posteriormente, se preparé una solucion de 1 mM de sulfosuccinimidyl
6-(4’-azido-2’-nitrophenylamino) hexanoate (Sulfo-SANPAH) en 75% de 50 mM de
HEPES y 25% DMSO (v/v) como se muestra en la tabla 4. El Sulfo-SANPAH es un
entrecruzado fotoactivable que contiene un éster reactivo a aminos y a una azida
que cuando se expone a la luz UV como se describe mas adelante, forma
reacciones de adicion que sirven en este caso para favorecer el entrecruzamiento

de proteinas como la colagena tipo I.

En una caja petri recubierta con parafiim se colocaron 100 pyL de la solucidon
(HEPES/DMSO/Sulfo-SANPAH) colocando los cubreobjetos con el gel hacia la gota
y se expusieron en luz UV 365 nm durante 15 minutos, como se menciond
anteriormente, se utiliza para activar al Sulfo-SANPAH vy favorecer el

entrecruzamiento de proteinas de superficie celular.

Posteriormente, se lavaron 3 veces con HEPES 50 mM de pH 8.2 durante 10
minutos cada lavado para descartar los sobrantes de sulfo-SANPAH no acoplado a
los HGPAA.
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Tabla 4. Proporciones para pegar proteina a la superficie de los HGPAA.

Sulfo-SANPAH 150 pL
HEPES 1,125 L
DMSO 375 uL

Tabla 4. Se muestran las cantidades utilizadas para preparar mas 1 ml de solucién para pegar
proteina a la superficie de los HGPAA con los diferentes médulos elasticos ( 1,5,20 y 40 kPa).

Finalmente se agregaron 100 uL de solucion de colagena tipo | de cola de rata
(Corning ®, 354236) a una concentracién de 50 ug/ml en HEPES 50 mM pH=8.2 y
se deja en camara humeda a 4°C durante toda la noche (overnight). Previo a cultivar
los fibroblastos, los HG PAA fueron esterilizados realizando 3-5 lavados con PBS 1x

estréril mas antibiéticos al 1% (penicilina-estreptomicina 10,000 U/ml).

7.2 CULTIVO CELULAR

Los fibroblastos humanos de cérnea, fueron donados del Hospital Conde de
Valenciana por el Dr. Yonathan Garfias, los fibroblastos se obtienen a través del
cultivo de tejido sobrante de la donacion (cornetes). Las células fueron cultivadas
por lo menos una semana después de su descongelacién con medio DMEM alta
glucosa (4500 mg/L) suplementado con glutamax 1%, suero fetal bovino (FBS, por
sus siglas en inglés) al 10% mas antibidticos al 1% (penicilina-estreptomicina 10,000
U/ml), bajo condiciones estandar de CO2 5% a 37°C en cajas de poliestireno tratado

(TCPD, por sus siglas en inglés).

Cuando la caja present6 una confluencia mayor al 90% (en todos los experimentos)
se resembraron a una densidad de 5.0x10* células en cada hidrogel de 1, 5, 20 y 40
kPa de rigidez (cubreobjetos de 20 mm de diametro) en placas de cultivo de 12
pozos. Las células cultivadas en los hidrogeles se mantuvieron con el mismo medio
DMEM suplementado durante 24 h 'y 48 h.
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7.3 MARCAJE POR FLUORESCENCIA / INMUNOFLUORESCENCIA

Fijacion y permeabilizacion. Las células se procesaron a temperatura ambiente,
se lavaron con PBS 1X filtrado por 0.22 um y se fijaron con paraformaldehido (PFA)
al 4% durante 20 minutos a 37°C a las 24h y 48h posteriores a la siembra. Una vez
fijadas las células, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.1% en PBS 1X durante
10 minutos en agitacién a temperatura ambiente; posterior a la permeabilizacion, las

células se lavaron 3 veces con PBS 1X filtrado para quitar el exceso de triton.

Bloqueo e inmunomarcaje. Para el bloqueo se realizé una solucion de suero de
caballo al 10 % en PBS 1X filtrado y se incubd por 60 minutos en agitacion a
temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron incubadas con un
anticuerpo primario monoclonal de raton para la proteina YAP (anti-YAP, 63.7) de
Santa Cruz (SC-101199) a una dilucion 1:200 en solucién de bloqueo; las muestras
se dejaron en camara humeda toda la noche a 4°C. Antes de colocar el anticuerpo
secundario (anti-mouse) las células se lavaron 3 veces con PBS 1X filtrado para

descartar los excesos del anticuerpo primario.

En adelante las muestras se cubrieron de la luz. A temperatura ambiente, el
anticuerpo secundario (anti-raton) acoplado a Alexa-fluor 594 diluido 1:250 en PBS
1X fue incubado durante 60 minutos. Para detectar los filamentos de actina
(F-actina), se lavaron las células 3 veces con PBS 1X y se marcaron con Faloidina
(phalloidin) acoplada al fluorocromo Alexa-fluor488 a una dilucion 1:50 en PBS 1X
durante 30 minutos a temperatura ambiente. En seguida, las células se lavaron 3
veces con PBS 1X y se marco el nucleo con DAPI (1mg/ mL) a una dilucion 1:1000

en PBS 1X por 10 minutos a temperatura ambiente.

Montaje y captura de imagenes. Finalmente, las células se lavaron 3 veces con
PBS 1X 10 min por lavado y un lavado rapido con agua desionizada. Las muestras
se montaron con 120uL de Mowiol por cada cubreobjetos, en un cubreobjetos
rectangular porque al momento de enfocar en el microscopio, esto nos ayuda a
estar dentro del rango de la distancia de trabajo del enfoque y de esta forma, se

evita enfocar a través de los HG PAA.

Posteriormente, se tomaron imagenes en el microscopio ZOE Cell Imager ya que

cuenta con imagenes en campo claro y tres canales de fluorescencia: el canal azul
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nos permitio ver la tincion con DAPI que tiene una excitacion de 360 nm y una
emision de 460 nm, igualmente, en el canal verde se observé la marca de faloidina
cuya excitacion y emision es de 556/570 nm respectivamente, por ultimo, en el
ultimo en el canal rojo se logré observar la marca de YAP, su excitacion es de 590

nmy un emision de 617 nm.

Cuantificacion y estadistica. Las imagenes se tomaron a una escala de 100 ym,
asimismo, se tomaron minimo 5 campos por condicién. Las imagenes fueron
utilizadas para la medicidén manual del esparcimiento (cambio en el area que tiene la
célula sobre la superficie) y excentricidad de la célula (que tan circular es la célula),
para la marca nuclear de DAPI se realizdé una cuantificacion semiautomatica, todo
esto mediante el software FIJI como se explica en el ANEXO. El analisis de
imagenes se realizd a partir de 3 experimentos independientes. El analisis
estadistico se elabor6 mediante el software GraphPad Prism donde se empled
ANOVA de wuna via (se utlizo para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas en la media de los 3 experimentos independientes) y
el método de Tukey (para comparar las medias resultantes del andlisis de varianza,
ademas de diferenciar si los resultados son significativamente entre ellos y permite

compararlos con el control).

Para evaluar la excentricidad, las células se consideran como una elipse; se divide
el eje menor entre el mayor. De esta manera, nos permite conocer qué tan circular
es la célula, asi, los valores cercanos a 1 indican que la célula es circular por el
contrario valores cercanos a 0 nos dice que son menos circulares, tal como se

menciond anteriormente.
7.4 DISENO DE FABRICACION

Elaboracion de chip con membrana deformable. Para la fabricacion de chips con
membrana deformable de PDMS se utilizaron dos disefios. El polidimetilsiloxano
(PDMS) es un polimero biocompatible, transparente a la luz, no téxico e inerte
(ECETOC, 2011), también, es un material muy utilizado para la fabricacion de

dispositivos microfluidicos.

El primer disefio consta de un poste central con microcanales de angulos

encontrados. El poste central es importante para la fabricacién de la membrana
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directamente en el molde y los microcanales encontrados fueron fabricados de esta
forma, por si se requiriera colocar otro chip encima se evitaria la obstruccion de los
inlets. Para el otro disefio se utilizaron canales rectos con un poste central, el
procedimiento fue el mismo. Las diferencias entre los canales o el disefio se debe al
tipo de respuestas que se requiere del dispositivo o la geometria del mismo, por
ejemplo, esfuerzos de estiramiento, curvatura, o bien, si se necesita presion positiva

0 negativa.

Para la fabricacién de ambos disefnos se requirieron 3.3 gramos de PDMS (Kit de
PDMS Sylgard 184) una vez preparado, se vierte en el molde de acrilico
micromaquinado (técnica de fabricacion para formar estructuras en 3D) en el
laboratorio por Yasab Ruiz, quien a través de la técnica de microfresado
(micromilling) fabricé el molde de polimetilmetacrilato (PMMA) mediante un control
numérico por computadora donde, al ajustar las posiciones de los ejes puede
producir un disefo asistido y funcional. Después, se coloca en el desecador hasta
que no se observen burbujas para evitar la entrada de aire. Posteriormente la cara
que se quiere replicar se coloca hacia abajo y se vuelve a colocar en el desecador
por aproximadamente 10 minutos, para evitar que en esa parte también no quede
aire ya que tienden a formarse burbujas y dificultan la observacion en el

microscopio.

Finalmente para que el PDMS polimerice, se mete al horno a 60° durante 4 horas,
esa replica se pega a un portaobjetos utilizando descarga corona, que consiste en
irradiar con Plasma Etcher a potencia media (Potencia=200 W, Presion=200 mTorr),
o bien, también se puede utilizar una bobina tesla por 10 segundos esto se hace
para cerrar herméticamente la camara de presion. Es importante considerar que una
vez pasada la descarga en el portaobjetos, y una vez colocado el chip este ya no se
puede mover; unicamente se debe de hacer un poco de presion para asegurar que

pegue de manera correcta y se mete al horno a 60° por una hora adicional.

Este dispositivo ademas de fabricarse, se le realizaron pruebas de viabilidad, para
ver la deformacién de la membrana mediante el uso de bombas microfluidicas y la
simulacion de la circulaciéon de medio (agua con colorante) como se muestra mas

adelante en la Fig. 15.

41



Tesis de licenciatura “Estudio De La Regulacién De Las Propiedades Elasticas Y De Curvatura En La Activacion De Las Vias
De Mecanotransduccién En Fibroblastos Humanos De Cornea”.

8. RESULTADOS

8.1. Los fibroblastos de coérnea responden a la rigidez ~mediante el

esparcimiento (cambios en el area ) y su excentricidad.

Se ha demostrado el impacto de la de la rigidez tanto en la unién a la MEC y como
consecuencia en la viabilidad en diferentes células; por ejemplo en cornea, en las

células epiteliales, se ha visto que responden a los sustratos de rigidez variable.

Conforme a lo esperado por la literatura previa, los fibroblastos de cérnea cultivados
a 24 horas en sustratos suaves (1 kPa y 5 kPa) mostraron células alargadas y mas
pequefias, en comparacion a los cultivados en sustratos rigidos (20 kPa y 40 kPa)
las cuales tienen un comportamiento similar al control (1 GPa). Esto se refleja en el
area celular determinada como se menciona en métodos, donde los promedios de
los sustratos suaves (1 kPa y 5 kPa) estan alrededor de los 400 um?, por otra parte,
los sustratos rigidos no mostraron una diferencia significativa con el control, sus
promedios son de aproximadamente 600-700 um? (Fig. 8B). No obstante, es
importante recalcar que entre sustratos rigidos no se presentaron diferencias
morfolégicas y de esparcimiento, esto puede deberse a lo que se mencioné
anteriormente acerca de la condicion fibrética donde se ha reportado que es
alrededor de los 70 kPa (Fig. 7y Fig. 8 By E).

Por otro lado, para evaluar si existe un aumento en el cambio (esparcimiento) del
area celular con el tiempo, se decidié analizar la respuesta de los fibroblastos de
cornea en cultivo a 48 horas, donde se observd que las células en todas las
condiciones parecen no presentar cambios en morfologia a diferencia de los cultivos
a 24 horas (Fig.7). Sin embargo, respecto al cambio del area (esparcimiento
celular), los cultivos en sustratos suaves (1 kPa y 5 kPa) mostraron una diferencia
significativa respecto al control (1 GPa) al igual que el sustrato de 20 kPa. Por el
contrario, el sustrato tomado aqui como fibrético (40 kPa) no reflejé una diferencia

significativa (Fig.8 E).

Asimismo, el esparcimiento (cambio del area celular) fue ligeramente mayor a 48 h

debido al promedio del area celular en sustratos suaves; 1 kPa (500 um?) y 5 kPa
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(600 um?) mientras que en sustratos rigidos el promedio para 20 kPa fue de 700

Mm?2, mientras que en 40 kPa fue de 800 um? (Fig.8F).

Adicionalmente, se observd que los fibroblastos de cérnea cultivados sobre HG PAA
con un moédulo elastico de 1 kPa , 5 kPa, 20 kPa y 40 kPa parecian mantener su
forma celular estrellada a lo largo del tiempo, ademas de mostrar un aumento en su
area celular, conservando una forma poco eliptica (excentricidad). Para
comprobarlo, se evalué la caracteristica de excentricidad celular que indica que tan
circulares son las células. De esta manera, el analisis indicé que sustratos rigidos y
suaves tanto a 24h como a 48h tuvieron un promedio entre 0.3 y 0.4 de acuerdo a lo
mencionado anteriormente, siendo estos resultados >1, indica que las células no
son circulares, por lo tanto, mantienen a lo largo del tiempo su forma estrellada

independientemente de la rigidez del sustrato (Fig. 8Dy 8G).
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8.1.2 Los fibroblastos de coérnea forman fibras de estrés dependiente de la

rigidez del cultivo.

Los resultados mostrados anteriormente reflejan que los fibroblastos de cornea
humana responden a cambios en la rigidez de los HG PAA con colagena tipo I,
mediante el aumento en su area celular y su excentricidad <0.5. Para comprobar si
en fibroblastos de cérnea humana hay una relacién entre los cambios en su
morfologia y la reorganizacion del citoesqueleto de actina, se estudié la formacion
de filamentos de actina (F-actina), a través del uso de faloidina (es un péptido
biciclico que marca selectivamente a F-actina) acoplada a Alexa 488 (es la que
proporciona la fluorescencia) en fibroblastos de cérnea humana cultivados en

sustratos de rigidez variable (1, 5, 20 y 40 kPa) durante 24 y 48 horas de cultivo.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia de epifluorescencia, mostraron que
los fibroblastos cultivados en sustratos suaves (1 y 5 kPa), presentan
cualitativamente poco marcaje con faloidina (fiboras de estrés que se muestran
difusas) (Fig.8A). Sin embargo, en sustratos rigidos, se puede observar la formacion
de fibras de estrés y se mantienen a lo largo del tiempo (48 h). Asimismo, las células
adquieren morfologia de fibroblastos debido a la formacion de esfuerzos
intracelulares (traccion celular y los cambios mediados por la tension en la
composicion y morfologia de las adherencias focales) (Obiannama, O, et. al, 2019),
es decir, se presentan como células con forma estrellada y prolongaciones. Por el
contrario, en sustratos suaves a 48 horas, las células se muestran delgadas y
alargadas (Fig.8A). Respecto a ello, se ha demostrado que en sustratos blandos se
da una morfologia dendritica alargada y una disminucion en el area (Lakshman, Ny
Petroll, M. 2012).

Estos resultados coinciden con lo reportado anteriormente por Maruri et.al. 2020,
donde los queratocitos que se cultivaron por 5 dias en geles de 1 kPa formaron
menos fibras de estrés y, por el contrario, los queratocitos cultivados en geles
rigidos de 10 kPa o cubreobjetos de vidrio presentaban una morfologia diferente,
formaban abundantes fibras de estrés y un marcaje mayor de actina de musculo liso
alfa (alfa-SMA).
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Por otra parte, la formacion de fibras de estrés se ha visto relacionada con la
contractilidad, el esparcimiento celular y cambios en la deformacién o aumento del
area nuclear en respuesta a estimulos mecanicos externos que tienen las células,
debido a que las fibras de estrés al transmitir la sefal mecanica al nucleo algunos
complejos proteicos se unen al citoesqueleto en la envoltura nuclear y de esta

manera, tienen la capacidad de deformarlo (Sosa B.A et al., 2012).

Por esta razon, se decidio evaluar el area nuclear a las 24 y 48 h. De acuerdo con
los resultados esperados, existe un aumento significativo en el area nuclear de los
fibroblastos de cérnea humana en sustratos suaves 1 kPa (100 um?) y 5 kPa ( 200
um?), en condicidn fisioldgica; 20 kPa (300 um?) y fibrosis 40 kPa (su promedio es
de poco mas de 300 um? ) a 24 h (Fig.8C) y 48 h cuyos promedios son similares,
incluso entre condiciones hubo una diferencia significativa a excepciéon de 20 kPa
vs. 40 kPa a 48 h (Fig.8F). En este sentido, es importante destacar que los
resultados sugieren que los cambios en la rigidez de la matriz extracelular modulan

la morfologia y la organizacién del citoesqueleto.
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Figura. 8. Formacién de fibras de estrés de fibroblastos de cornea en condiciones de cultivo de rigidez
variable. A) Imagenes y zoom de imagenes representativas de fibroblastos de cérnea cultivados sobre HGPAA
con colagena tipo | a diferente rigidez (médulo elastico) de 1, 5, 20 y 40 kPa tomando como control (CT) el
cultivo en cubreobjetos de vidrio (1GPa) posterior a 24 y 48 h de cultivo, tomadas por microscopia de
fluorescencia: formando fibras de estrés en sustratos rigidos. Barra de escala 100um.

B) Andlisis estadistico de mediciones de area celular en cultivo de 24h, mostrando media y datos
representativos de 3 experimentos individuales n=900, *p 0,0137 (1 kPa), *p 0.0103 (5 kPa), 20 y 40 kPa no
muestran diferencia significativa (ns).
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C) Analisis estadistico de mediciones de area nuclear en cultivo de 24h, mostrando media y datos
representativos de 3 experimentos individuales n = 900, respecto al control ****p<0.0001, **p 0.0038, **p 0.0072,
**p 0.0070. Entre condiciones; 1 kPa vs. 5 kPa *p 0.0177, 1 kPa vs. 20kPa ****p<0.0001, 1 kPa vs. 40kPa **p
0.0028, 5 kPa vs. 40kPa **p 0.0071, 5 kPa vs. 20 kPa y 20 kPa vs. 40 kPa no presentan diferencia
significativa (ns).

D) Analisis de excentricidad celular de fibroblastos de cornea cultivados sobre HGPAA conjugados con colagena
comercial tipo |, con un médulo elastico de 1, 5, 20 y 40 kPa posterior a 24 h de cultivo donde se muestran los
datos comparativos entre rigidez.

E) Analisis estadistico de mediciones de area celular en cultivo de 48h, mostrando media y datos representativos
de 3 experimentos individuales n=900, *p 0.0331 (1 kPa), *p 0.0287 (5 kPa), *p 0.0220 (20 kPa), 40 kpa no
presenta diferencia significativa (ns) .

F) Analisis estadistico de mediciones de area nuclear en cultivo de 48h, mostrando media y datos
representativos de 3 experimentos individuales n=900, respecto al control *p 0.0129, *p 0.0039, *p 0.0231, **p
0.0098. Entre condiciones; 1 kPa vs. 5 kPa *p 0.0401, 1 kPa vs. 20kPa *p 0.0107, 5 kPa vs. 40kPa *p 0.0252,
1 kPa vs. 40kPa, 5 kPa vs. 20kPa, y 20kPa vs. 40kPa no presentan diferencia significativa (ns).

G) Analisis de excentricidad celular de fibroblastos de cérnea cultivados sobre HGPAA conjugados con colagena
comercial tipo |, con un médulo elastico de 1, 5, 20 y 40 kPa posterior a 48h de cultivo donde se muestran los
datos comparativos entre rigidez.

8.3.1 La localizacion subcelular de los coactivadores transcripcionales
YAP/TAZ es diferente en los fibroblastos de cdérnea cultivados en rigidez

variable.

Los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ son importantes para las células ya
que moderan diferentes procesos biolégicos clave. Por ejemplo, la activacion
transcripcional de YAP/TAZ, regula positivamente a varios genes que son relevantes
en procesos en coérnea que afectan su correcto funcionamiento como la cicatrizacién
de heridas corneales, incluyendo a los factores de crecimiento e integrinas en
especifico a3pf1 (Muppala, S. et. al. 2019; McKay, T. et. al. 2020).

Por lo tanto, una vez que se comprobd que los fibroblastos de cérnea humana
tienen la capacidad de responder a cambios en los sustratos, es decir, a diferente
rigidez se estudio la localizacion subcelular de los coactivadores transcripcionales
YAP/TAZ, obteniendo como resultado después de 24 horas de cultivo no se mostro
una translocacién a nucleo en geles suaves (1 y 5 kPa) mientras que en los
fibroblastos cultivados en geles rigidos (20 y 40 kPa) se observé una clara
translocaciéon. Sin embargo, es importante mencionar que en 5 kPa se muestra una
translocacion en algunas células aunque mas atenuada en comparacién con los

geles de mayor rigidez (Fig. 9).
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Contrario a ello, a las 48 h se refleja una translocacion nuclear de YAP/TAZ
independiente de la rigidez del sustrato pero es importante destacar que en 1 kPa

se muestra una translocacion atenuada (Fig.9).

Esto se confirma con los perfiles de sefial mostrados en la Fig.10, en donde se
puede observar que los fibroblastos de cérnea humana cultivados en HG PAA con
rigidez de 1 kPa y 5 kPa (sustratos suaves) entrecruzados con COLA 1 a 24 horas
de cultivo, la densitometria de DAPI (linea azul) coincide parcialmente con la sefial
especifica de YAP (linea roja). Por el contrario, los fibroblastos cultivados en
sustratos rigidos de 20 kPa y 40 kPa condicion fisiolégica y fibrotica
respectivamente, donde al igual que en el control (CT) coinciden con la sefal de
YAP/TAZ con DAPI, esto representa mayor densidad.

Lo que nos refiere a la localizacion nuclear de estos cofactores transcripcionales en
sustratos de 20 kPa (condicion fisiologica) y 40 kPa (condicion fibrotica) y
mayormente citoplasmatica en sustratos suaves 1 kPa y 5 kPa (Fig.10). Por otra
parte, en el cultivo a 48 horas, las senales especificas tienen una mayor
coincidencia, es decir, la marca de DAPI coincide particularmente con la sefal de

YAP tanto en sustratos suaves como rigidos (Fig.11).

Por lo que podemos concluir que a tiempos prolongados independientemente de la
rigidez del sustrato, los cofactores transcripcionales YAP/TAZ se encuentran
nucleares. Esto puede deberse a que, el aumento de la rigidez de la MEC, en
fibroblastos activa a YAP/TAZ que fomenta el desarrollo de mediadores profibroticos
y el depésito de MEC (Xiaomin, C. et al. 2021).
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Rigidez (kPa)

20 kPa

Tiempo 48 h VAR MERGE Tiempo 24 h

MERGE

Figura 9. La localizaciéon subcelular de los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ es diferente en
fibroblastos de coérnea cultivados en sustratos de rigidez variable. Imagenes representativas y merge (YAP
y DAPI) de fibroblastos de cornea cultivados sobre HGPAA conjugados con colagena comercial tipo I, con un
moédulo elastico de 1 kPa , 5 kPa (sustratos suaves), 20 kPa (condicién fisiologica) y 40 kPa (condicion
fibrotica) posterior a 24 y 48 h de cultivo, utilizando como control (CT) el cultivo sobre un cubreobjetos de vidrio
de aproximadamente 1 GPa recubiertos con colagena tipo | marcadas con anti-YAP, DAPI, tomadas por
microscopia de fluorescencia, la linea punteada azul representa la magnificacion de las imagenes donde se

muestran los nucleos representativos en el cual se observa la presencia o ausencia de la marca fluorescente.
Barra de escala 100um.
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8.4.1 Los fibroblastos de piel humanos BJ forman fibras de estrés dependiente

de la rigidez del cultivo.

Los fibroblastos de piel son el principal tipo de células que estan presentes en la
dermis, que pueden producir fibras de colagena, el cual es un componente relevante
de la matriz extracelular ECM, del tejido conectivo dérmico (Dulinska, M. et. al.
2014).

Por ello, ademas de los fibroblastos de cornea se decidié explorar el
comportamiento de fibroblastos de otro érgano, como los fibroblastos inmortalizados
humanos de piel, conocidos como BJ, donde en el cultivo en sustratos suaves (1
kPa) no se muestra la formacién de fibras de estrés a diferencia del cultivo en 5 kPa
y 20 kPa en comparacién del control (aprox. 1 GPa) que fue la caja de poliestireno
(Fig. 12A). Estos resultados coinciden con los fibroblastos de cornea y con los
reportados en células 3T3 (fibroblastos embrionarios de ratén), donde se ha visto
que en células cultivadas en hidrogeles de 1 y 5 kPa, la estructura de actina no se
encuentra organizada en fibras de estrés, mas bien, presentan una organizacion
cortical difusa y distribuida de forma uniforme a diferencia de 10 kPa donde, los
fibroblastos muestran una actina agrupada como fibras de estrés y en sustratos mas
rigidos como el vidrio, el citoesqueleto se organiza con fibras de tensién mas

desarrolladas y grandes (Solon, J. et.al., 2007).

Asimismo, como se menciond anteriormente, la asociacién de la formacion de fibras
de estrés con el esparcimiento celular también se refleja en fibroblastos de piel
humana BJ ya que existe un aumento significativo respecto al control en el area de
1 kPa e incluso esta diferencia se puede ver entre 1 kPa vs 20 kPa. Sin embargo, la
grafica muestra una tendencia de aumento de area en relacién con el incremento de
rigidez (Fig. 12B) . De igual manera, de acuerdo a los resultados esperados, el area
nuclear aumenta con la rigidez del sustrato (Fig. 12C), esto se refleja en el aumento
significativo del area nuclear de los fibroblastos BJ en 1 kPa respecto al control y en
1 kPa vs 5 kPa.
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En células como los hepatocitos se ha visto que el aumento en el area de nucleo
adquiere caracteristicas morfologicas diferentes que pasan de forma circular a
estrellada, en el caso de los fibroblastos su forma es fusiforme o estrellada con
multiples prolongaciones, por lo que al igual que en los fibroblastos de cérnea se
decidié explorar la caracteristica de excentricidad celular. El analisis mostré que los
fibroblastos de piel BJ cultivados sobre sustratos suaves (1 kPa) a las 48h
mantuvieron valores cercanos a 1, a diferencia de los sustratos de 5 kPa y 20 kpa

cuyo promedio es < .05 (Fig. 12D).

Los resultados mostrados con los fibroblastos de piel humana (BJ) asi como los
hallazgos de los fibroblastos de cornea humana mostraron que independientemente
del érgano, los fibroblastos responden a los cambios en la rigidez de su sustrato, de
igual forma, la formacion de fibras de estrés se ve asociada con el esparcimiento
celular y la contractilidad como una posible respuesta a estimulos mecanicos a los

gue se exponen las células.
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Fig. 12. Formacion de fibras de estrés de fibroblastos BJ en condiciones de cultivo de rigidez variable.
A) Iméagenes y zoom de imagenes representativas de fibroblastos de cérnea cultivados sobre HGPAA con
colagena tipo | a diferente rigidez (modulo elastico) de 1, 5 y 20 kPa tomando como control (CT) el cultivo en
cubreobjetos de vidrio (1GPa) posterior a 48 h de cultivo, tomadas por microscopia de fluorescencia: formando
fibras de estrés en sustratos rigidos. Barra de escala 100um.

B)

Andlisis estadistico de mediciones de area celular en cultivo de 48h, mostrando media y datos

representativos de 3 experimentos individuales n=237, **p 0.0059 (1 kPa), 5 y 20 kPa no muestran diferencia
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significativa (ns).Entre condiciones; 1 kPa vs. 20kPa *p 0.0176, 1 kPa vs. 5 kPa y 5 kPa vs. 20 kPa no
presentan diferencias significativas (ns).

C) Anaélisis estadistico de mediciones de &area nuclear en cultivo de 24h, mostrando media y datos
representativos de 3 experimentos individuales n=236, respecto al control ****p<0.0001, 5 kPa y 20 kPa no
mostraron diferencias significativas (ns). Entre condiciones; 1 kPa vs. 5 kPa *p 0.0166, 1 kPa vs. 20kPa *p
0.0332, y 5 kPa vs. 20 kPa no presento diferencia significativa (ns).

D) Analisis de excentricidad celular de fibroblastos de piel (BJ) cultivados sobre HGPAA conjugados con
colagena comercial tipo I, con un modulo elastico de 1, 5, 20 y 40 kPa posterior a 24 h de cultivo donde se
muestran los datos comparativos entre rigidez.

8.4.2 La localizacion subcelular de los coactivadores transcripcionales

YAP/TAZ es diferente en células BJ cultivadas en sustratos de rigidez variable.

Dados los hallazgos con fibroblastos de cérnea humana, donde se observo que
después de 24 horas de cultivo no se mostré una translocacién a nucleo en geles
suaves (1 y 5 kPa) a diferencia de los fibroblastos cultivados en geles rigidos (20 y
40 kPa), es importante mencionar que en 5 kPa se muestra una translocacion,
aunque mas atenuada en algunas células, en comparacion con los geles de mayor
rigidez. Sin embargo, a las 48 h la translocacion nuclear es independiente de la
rigidez del sustrato, solo en 1 kPa esta translocacion se ve atenuada.

De acuerdo con lo sefialado anteriormente sobre los cambios en la mecanica de la
dermis donde las alteraciones mecanicas (pueden ser los cambios en la rigidez del
sustrato) donde de la matriz extracelular dérmica (MEC) influyen tanto en la
actividad, como en el fenotipo y la translocacion nuclear (Achterberg, V. et. al.,
2014) se decidié explorar la translocacién de los cofactores transcripcionales
YAP/TAZ en células BJ.

Para las células BJ se observo que el cultivo a 48 h mostré a 1 kPa una localizacion
subcelular mayoritariamente citoplasmatica de los cofactores transcripcionales
YAP/TAZ a diferencia de los geles que tienen una rigidez de 5, 20 kPa y CT, donde
la expresion de estos cofactores se ve en nucleo (Fig.13).

Asimismo, al realizar los perfiles de sefial de una célula (Fig.14), se observa, en el
perfil de 1 kPa la sefal del marcaje con DAPI coincide pero no abarca toda la marca
de YAP/TAZ a diferencia de los geles de 5, 20 kPa y CT donde la densidad de
ambas marcas (DAPI, YAP/TAZ) coincide demostrando que hay una mayor
expresion en nucleo. Estos resultados coinciden con los obtenidos en fibroblastos
de coérnea a 48 h (Fig. 9 y 11), lo que sugiere un comportamiento similar en los

fibroblastos dependiente del tiempo y de la rigidez.
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Figura. 14. La localizacién subcelular de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ distribuida en nucleo
y citoplasma es dependiente de la rigidez en células BJ. Imagenes representativas y zoom de fibroblastos
BJ cultivados sobre HGPAA conjugados con colagena tipo I, con un moédulo elastico de , 1, 5 y 20 kPa
posterior a 48 h de cultivo, utilizando como control (CT) el cultivo en un cubreobjetos de vidrio de
aproximadamente 1 GPa recubiertos con colagena tipo | marcadas con anti-YAP, DAPI, tomadas por
microscopia de fluorescencia e imagen comparativa (Plots) de nucleo y célula. La linea azul pertenece al nucleo
donde el pico mas alto representa la ubicacion del mismo, Por el contrario, la linea roja, representa la marca de
Yap (célula) donde el pico mas alto representa una mayor sefial. La linea blanca muestra el area seleccionada.
Barra de escala 100um.

8.4.3 La localizacion subcelular de los coactivadores transcripcionales
YAP/TAZ es similar en fibroblastos de cérnea y células BJ cultivadas en

sustratos de rigidez variable.

Los resultados mostrados previamente sobre la translocacion de los coactivadores
YAP/TAZ en células BJ y fibroblastos de cdrnea nos permite hacer la comparaciéon
de las condiciones de 1 kPa, 5 kPa y 20 kPa.

Como se muestra en la Tabla 5. los fibroblastos de cérnea humana cultivados en
HGPAA a 48h y recubiertos con COLA 1 solamente la condicion de 1 kPa muestra
una translocacion atenuada de los cofactores transcripcionales al igual que en

fibroblastos de piel BJ 1 kPa presenta a YAP/TAZ de forma atenuada en nucleo.
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Por otra parte, en ambos tipos de fibroblastos las condiciones de 5 kPa, 20 kPa y 40
kPa presentan una clara translocacion de YAP/TAZ a nucleo similar a lo que ocurre
en los controles (1 GPa). Esto se debe a lo mencionado anteriormente sobre la
relacion entre el aumento de rigidez de la MEC y la activacion de los cofactores
transcripcionales YAP/TAZ en fibroblastos. La importancia de la translocacion de
estos cofactores se debe a que fomenta el incremento de depdsito excesivo de MEC

y el desarrollo de mediadores profibréticos.

Estos hallazgos se relacionan con lo encontrado en los perfiles de senal
presentados previamente en la Fig. 11 y 14 donde se observa que la sefial del
marcaje con DAPI coincide con la marca de YAP/TAZ, sin embargo, no abarca toda
la marca de los cofactores transcripcionales. Por el contrario, tanto en el control (CT)
como en los geles de 5, 20 y 40 kPa la densidad de la marca de DAPI y YAP/TAZ

coinciden, mostrando una mayor expresioén en nucleo.

Es importante sefalar que la translocacion se asocia a la excentricidad que es
distinta para ambos tipos celulares, los fibroblastos de cérnea se muestran de forma
alargada (tanto en sustratos rigidos como suaves) por el contrario, los fibroblastos
BJ se encuentran de forma mas redondeada, esto también se puede observar en la
distancia en micras de los perfiles de sefial (Fig. 11 y 14) donde los fibroblastos de
coérnea tienen en 1 kPa una distancia de 120 micras, en 5 kPa 150 micras y en 20
kPa 250 micras, en comparacion de las células BJ que en 1 kPa presenta 30 micras
mientras que en 5y 20 kPa, 80 micras.

Lo que sugiere que para que exista una translocacién de los cofactores
transcripcionales es suficiente la contraccién del area, lo que confirma que la
translocaciéon de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ en fibroblastos es

dependiente de la rigidez del sustrato y del tiempo.
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Tabla 5.Comparacion de la translocacion nuclear de YAP/TAZ.

cou TcTorl ies T swra [ airs |G

Translocacién
Translocacidn nuclear Translocacién Translocacion  Translocacion
Fibroblastos nuclear de atenuada de nuclear de nuclear de nuclear de
de cornea YAPITAZ YAPTAZ YAPITAZ YAPTAZ YAPITAZ
cultivados a
48h

Translocacion Translocacion | Translocacién
nuclear de
Fibroblastos YAPTAZ
de piel (BJ)

cultivados a
48h

Tabla 5. Se muestra la comparacién en texto e imagenes representativas (zoom en nucleo) de la translocacion
de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ en fibroblastos de cérnea humana cultivados sobre HGPAA
conjugados con colagena comercial tipo |, con un médulo elastico de 1y 5 (sustratos suaves), 20 (condicion
fisioldgica) y 40 kPa (condicion fibrética) posterior a 48 h de cultivo, utilizando como control (CT) condiciones de
cultivo con un cubreobjetos de vidrio de aproximadamente 1 GPa y fibroblastos de piel BJ cultivados sobre
HGPAA con colagena tipo | a diferente rigidez (mddulo elastico) de 1, 5y 20 kPa tomando como control (CT) el
cultivo en cubreobjetos de vidrio (1 GPa) posterior a 48 h de cultivo,

8.5.1 Fabricacién de chip microfluidico con membrana deformable.

Una coérnea sana y transparente es esencial para la vision. Esto depende de su
integridad estructural que puede danarse con la exposicién a diversas agresiones
bioldgicas, quimicas y/o fisicas que son causa de discapacidad visual y ceguera.
Para conocer mejor la respuesta de las células a diferente rigidez sometidas a
curvatura, se fabrico un dispositivo microfluidico que puede ser utilizado para
ensayos de cultivo con condiciones de curvatura (Fig.15 A y B). El dispositivo se
disefid con una base de portaobjetos de vidrio de 1 mm de espesor, seguido de una
réplica de PDMS de 4 mm de espesor a partir de moldes fabricados por

microfresado (micromilling), los cuales tienen canales de 300 ym de ancho x 100 ym
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de alto, con una camara de inflamiento de 12 mm de diametro y 4 mm de altura
(Fig. 15 A y B). Los moldes fueron fabricados por el Laboratorio Nacional
LaNSBioDyT.

La réplica de PDMS tiene un adhesivo (Loctite 3525) que tiene un espesor de 60
Mm, en este dispositivo se utiliza para adherir el sustrato de PDMS con el hidrogel
de poliacrilamida (Vazquez, G et. al., 2019). El gel de poliacrilamida tiene un
espesor aproximado de 1mm, ademas, es transparente y tiene la ventaja de poder

conectar covalentemente proteinas para poder realizar el cultivo celular.

Dado que el disefio del dispositivo es adaptable, se disefiaron dos chips uno con
canales rectos (Fig.15 D) y otro con canales encontrados (canales que tienen sus
entradas en sentido contrario uno del otro) (Fig.15 C), la orientacion de los canales
depende del experimento que se requiere. Sin embargo, en ambos chips, al
someterlos a presion positiva mediante el uso de bombas microfluidicas Fluigent,
donde la presion ejercida por las bombas se mantiene en el dispositivo, inicialmente,
la membrana del dispositivo se encuentra plana (Fig.15 E) ya que no tiene ninguna
presion (0 bar), por el contrario cuando se realiza un incremento en la presion la
membrana se va deformando, o bien, generando una curvatura (Fig.16 A); es
importante mencionar que en ambos chips no se tuvieron fugas, esto se sabe
debido a que se realizaron pruebas con las bombas microfluidicas, se simul6 el
paso de medio con agua con colorante y ninguno de los dos chips presenté fugas
(Fig.16 A).

Este chip es capaz de soportar una presion hidrostatica de aproximadamente 200
mba que fue la presién utilizada (Fig. 16 B), donde se puede observar que el punto
maximo del radio de curvatura es de 13.23 mm y el punto minimo es de 6.90 mm
mostrando un comportamiento similar a la curvatura fisiolégica de la cérnea que en

la superficie posterior es de 6.5 mm y en la superficie anterior es de 7.8 mm (Tabla

1).
El radio de curvatura fue calculado a través de un analisis de imagenes con un

cédigo desarrollado por Fernanda Lopez Garcia como parte de sus estudios de

Maestria en Ciencia e Ingenieria de Materiales, UNAM. EI cédigo usa como
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referencia el primer diametro que se elige al correr el programa MatLab donde
inicialmente se introduce una escala, después, en el programa se seleccionan 3
puntos sobre la circunferencia de la membrana; los dos puntos laterales son el
diametro y el punto central es el punto mas alto de la curvatura. El radio de
curvatura se calcula con la ecuacion de la recta de las coordenadas obtenidas de la
seleccion de los puntos, posteriormente, el programa permite encontrar las
ecuaciones de las mediatrices de las lineas y el punto donde estas se unen, de esta
forma se puede obtener el punto central de la circunferencia. Finalmente, el
programa convierte el radio de pixeles a mm con la ayuda de la escala que se

agrego al inicio.

Los resultados obtenidos demuestran que el radio de curvatura se puede modificar
con diferencias en la presion, por lo que estos estimulos en un cultivo de
fibroblastos de cornea permitira estudiar mas a fondo e invivo lo que sucede en las

células en un ambiente similar al de la cérnea.
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Hidrogel de Poliacrilamida | ®
Loclle 3525

Réplica de POMS

Portaobjolos do vidrio
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Diseiio del dispositivo ™=  Componentes
(Chip)

B) Canales
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Fig. 15. Disefio de fabricacion de chip de PDMS. (A) Disefio del dispositivo microfluidico. (B) Medidas y
espesor de los componentes del chip, de arriba hacia abajo se encuentra el hidrogel de poliacrilamida,
membrana de loctite 3525, réplica de PDMS y portaobjetos de vidrio. (C) Chip con canales encontrados uno de
entrada y otro de salida de 300 ym de ancho por 100 um de alto (D) Chip con canales rectos un canal de
entrada y otro de salida de 300 ym de ancho por 100 um de alto, ambos con un espesor de 4 mm y una
membrana deformable de 12 mm de radio (E) Vista lateral del chip sin cambios de presion en la membrana.
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Fig. 16. Proceso de inflamiento de chip de PDMS. (A) Proceso de inflamiento de la membrana deformable del
chip o incremento de la presion mediante la programacion de ciclos de bombas microfluidicas fluigent (chip 1)
hasta llegar al punto maximo de inflamiento de la membrana (chip 2) (B) Grafica del proceso de enfriamiento
(chip1) donde se obtiene el radio de curvatura (mm) de una membrana con presiones entre 0 y 200 mbar, siendo
13.23 mm el radio de curvatura maximo y 6.90 mm el minimo.
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9. DISCUSION

Se ha visto que los fibroblastos responden a los sustratos de rigidez variable. Por
ello, se han llevado a cabo investigaciones sobre la proliferacion y mecanorespuesta
mediante sustratos biomiméticos con mdédulos elasticos variables (Palchesko, R. et
al., 2015). Se sugiere que los fibroblastos de cérnea pueden responder a sustratos
con rigidez de 1, 5, 20 y 40 kPa conjugados con la proteina colagena tipo | (COLA1),
considerando que el ojo humano en condiciones sanas presenta una rigidez de
aproximadamente 20-24 kPa y que en valores de 70 kPa se presenta una condicion
fibrética (Thomasy, S. et al., 2018). Por tanto, se decidio utilizar una rigidez de 40
kPa en los HG PAA como maximo y complementando, se utilizaron condiciones por
debajo de las fisiologicas (1 kPa y 5 kPa) para evaluar si las células respondian a

sustratos mas suaves.

Al igual que en el modelo de cdérnea, en fibroblastos de piel también se ha
evidenciado que las propiedades biomecanicas son relevantes para las funciones de
las células, es decir, las células detectan sefiales mecanicas y pueden traducirse en
respuestas bioquimicas (Schulze, C. et. al., 2010). Los fibroblastos de piel estan
sometidos a cambios en situaciones tanto fisioldogicas como patoldgicas, estas
ultimas pueden ser el desarrollo de cicatrices hipertroficas, fibrogénesis y como se

menciond anteriormente en el modelo de cérnea en la cicatrizacion de heridas.

Se sabe que los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ estan relacionados con la
transmision de sefales mecanicas que regulan actividades transcripcionales en el
nucleo. El raton knockout del coactivador YAP genera letalidad embrionaria, por lo
que se relaciona con un papel esencial en el desarrollo y la importancia de la
mecanotransduccién en etapas tempranas (Morin, E., et al. 2006). Asimismo,
diversos estudios de silenciamiento del coactivador TAZ refleja un papel importante
ya que, su desactivacion desarroll6 quistes renales (Hossain, Z., et al. 2007) aunque
también se ha visto su relacién con la arquitectura y homeodstasis en pulmones
(Hong, W., y Guan, K., 2012). Por lo que se asocia esta proteina con mantener el
desarrollo de los 6rganos. Adicionalmente, los cofactores YAP/TAZ actuan como

reguladores de las patologias de fibrosis y cancer (Ci, X., et. al, 2021).

65



Tesis de licenciatura “Estudio De La Regulacién De Las Propiedades Elasticas Y De Curvatura En La Activacion De Las Vias
De Mecanotransduccién En Fibroblastos Humanos De Cornea”.

Por otra parte, la proteina YAP en el citoplasma se asocia con el regulador Smad 7
para coreprimir la sefializacion de Smad, por el contrario, en el nucleo puede hacer
la regulacion transcripcional mediante la asociacion con las proteinas Smad2/3, este
complejo fosforilado interactia con Smad4 para formar el complejo Smad 2/3/4 el
cual se une a YAP/TAZ citoplasmatico y se da la translocacién nuclear, al unirse con
el elemento regulador responsivo a las proteinas TEAD activando la transcripcion
(Varela, X, et. al, 2010). Asimismo, las células tienen diferentes mecanismos por los
cuales regulan a la activacion de las proteinas YAP/TAZ mediante la regulacién de la

dinamica del citoesqueleto de actina y la activacion del aparato de actomiosina.

En sustratos rigidos, (que en este caso fueron de 5 kPa, 20 kPa y 40 kPa para
ambos tipos de fibroblastos) favorecen la formacion de las adherencias focales y
fibras de estrés (filamentos de actina) que traducen fuerzas mecanicas aplicadas
directamente al nucleo. Se ha visto que estas fuerzas generan un aplanamiento
nuclear, lo cual produce un aumento en la importacidn a nucleo del cofactor
transcripcional de YAP, que se da por una restriccion en la mecanica de los poros
nucleares (Elostegui, A. et. al. 2017). Aunque en el presente trabajo no se estudié
este cambio, esto podria estar pasando en los sustratos cultivados con fibroblastos
de cérnea y de piel, por esta razén valdria la pena evaluarlo. Por el contrario, en el
sustrato suave, de acuerdo con los valores trabajados aqui, los fibroblastos tanto de
cérnea como de las células BJ es de 1 kPa, dado que posiblemente las fuerzas
mecanicas no llegan al nucleo, se da un equilibrio en el transporte
nucleo/citoplasmatico de YAP mediante los poros nucleares (Noguchi, S. et. al.
2018). Es relevante destacar que se encontraron diferencias en el esparcimiento y
excentricidad entre células BJ y los queratocitos a 1 kPa a pesar de que en ambos

tipos celulares no se vio una clara translocacion de los cofactores transcripcionales.

Estos resultados coinciden con lo reportado anteriormente, donde se encontré que
un aumento en la rigidez de la MEC genera la translocacion nuclear de YAP/TAZ vy,
esta senal, se genera por la proteina RhoA GTPasa que detecta este cambio
mediante la formacion de adhesiones focales y al mismo tiempo forma fibras de
estrés. Por el contrario, en sustratos blandos no se observa la translocacion de
YAP/TAZ, localizandose en el citoplasma; en consecuencia, no hay formacién de
fibras de estrés ( Codelia et al., 2014).
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Los datos encontrados aqui sugieren que el cofactor YAP mostré una aparente
regulacion en fibroblastos de cornea y células BJ, dependiente de la rigidez. La
translocacién nuclear de YAP/TAZ en fibroblastos de cérnea cultivados en 5, 20 y
40 kPa a las 24 horas es dependiente del tiempo, ya que, de igual manera, en los
queratocitos cultivados en sustratos de 5, 20 y 40 kPa a 48 horas, se observd una
translocacién a nucleo, cabe resaltar que en 1 kPa esta se percibié atenuada, es
decir, hay ausencia de acumulacion de YAP en nucleo. Como se menciono
anteriormente, esto podria deberse a que YAP esta localizado en nucleo a baja
densidad celular. Asimismo, se ha visto que la fosforilacion de YAP Ser 112
incrementa en la inhibicion por contacto, de esta manera la sobreexpresién de YAP
no fosforilable retrasa la proliferacion por ello, las células alcanzan densidades mas
altas (Das, A. et al., 2016). También, se ha demostrado que la mecanorregulacion
de YAP en ausencia del contacto célula-célula depende de la sensacidn de rigidez
de la MEC (la union celular a MEC rigida o suave), asi como del area de
propagacion celular y la actividad de miosina Il (Dupont, S., et al., 2011). Por otra
parte, en células BJ cultivadas en sustratos de 5 y 20 kPa se observa una

translocacion clara de los cofactores transcripcionales de YAP/TAZ (Tabla 5).

La reorganizacion de los filamentos de actina (por faloidina) también puede explicar
la marca nuclear o citoplasmatica de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ por
ejemplo, en sustratos suaves (1 y 5 kPa en fibroblastos de cérnea y 1 kPa en
fibroblastos de piel), los fibroblastos presentan menor sefial de fibras de estrés,
dando como resultado que la marca de YAP se encuentre mayoritariamente en
citoplasma. Sin embargo, en sustratos rigidos de 20 y 40kPa encoérneay 5y
20 kPa en fibroblastos de piel existe la formacion de fibras de estrés y se mantienen
a lo largo del tiempo (48 h) en el caso de los fibroblastos de cérnea, que a su vez
podrian generar deformaciones nucleares debido a la entrada al nucleo de las
proteinas (Sosa BA et al., 2012) y como se observo, a diferencia de los sustratos

suaves, existe una translocacion de YAP.

Respecto a lo mencionado anteriormente sobre las fibras de estrés en sustratos
rigidos, se ha reportado en la literatura que cuando las células perciben estimulos
mecanicos llevan a cabo un proceso que implica la reorganizacion del citoesqueleto

de actina asi como cambios internos. Dicho proceso también implica la regulacion
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de algunas proteinas, asi como reclutamiento en adhesiones focales y la activacion
de vias de sefalizacidn que son caracteristicas de la contractilidad. Esto implica la
regulacion de GTPasas y adherencias focales que en conjunto, le permiten a las
células adaptarse al nuevo ambiente (Sun P. et al., 2019). Estas respuestas
dependen del tipo celular, ya que el rango de rigidez del sustrato se relaciona con el
tipo de tejido de donde son las células. Por ejemplo, los fibroblastos tienen mayor
esparcimiento (cambios en el area) a partir de los 10 kPa (Solon, J. et.al., 2007), lo
cual tiene sentido con los datos reportados tanto en cornea como en células BJ de 1
kPa a las 48 h. Una hipotesis para explicar el aumento en el esparcimiento
(cambios en el area) en sustratos mas rigidos es que al ejercer una traccion en la
matriz extracelular y en las adherencias focales como consecuencia, la célula crea

tensidn dentro de su membrana y en la red de actina cortical (Solon, J. et.al., 2007).

Los estimulos mecanicos, como la rigidez y el confinamiento, promueven la
reorganizacion del citoesqueleto de actina dando como resultado la formacién de
fibras de estrés. Este mecanismo de respuesta de las células se relaciona
directamente con proteinas como las integrinas, que son complejos de adhesion
importantes en la relacion célula-matriz extracelular (Pocaterra A. et al., 2019) por
ejemplo, los queratocitos, asi como las células epiteliales y endoteliales se adhieren
a sus sustratos mediante distintos heterodimeros de integrinas, en los fibroblastos
de cornea a3B1 tiene una localizacién preferente en regiones de la membrana
denominada adhesiones focales (Muppala, S. et. al. 2019; McKay, T. et. al. 2020).
También, se ha informado que los estimulos mecanicos pueden modificar el
comportamiento celular, por ejemplo, la proliferacion y migracion direccional en
fibroblastos son parte de la respuesta a este tipo de estimulos. En células
epiteliales de cdérnea se vi6 que la velocidad de migracion fue significativa en

sustratos suaves en comparacién con los rigidos (Molladavoodi, S. et al. 2014).

En el presente estudio los fibroblastos de cérnea marcados con faloidina (que
reconocen los filamentos de actina) en sustratos suaves como es 1 y 5 kPa,
presentan un arreglo de actina cortical, por el contrario, en sustratos rigidos, existe
la formacion de fibras de estrés y se mantienen a lo largo del tiempo (48 h). De igual
manera, en las células BJ en 1 kPa, no se ve la formacién de fibras de estrés (o

bien, se percibe difusa), en 5 y 20 kPa al igual que el control, se puede observar la
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formacion de estas F-actina. Es decir, en sustratos rigidos a 48 h, las fibras de
estrés se ven mas prominentes y organizadas en haces paralelos en todo el
citoplasma. Asimismo, es relevante destacar que en 5 kPa ademas de las
caracteristicas de las fibras de estrés mencionadas anteriormente, después de 24
horas de cultivo hubo una translocacién de los cofactores transcripcionales
YAP/TAZ, aunque mas atenuada en algunas células en comparacién con los geles
de mayor rigidez.

Se ha reportado que en fibroblastos embrionarios de ratén con sobreexpresion de
talina, a partir de los 5 kPa el cofactor YAP se transloca al nucleo y el citoesqueleto
de actina forma fibras de estrés, a diferencia del control donde YAP se encuentra
principalmente en citoplasma (Elosegui, A. et, al., 2017). Curiosamente, en células
3T3 se ha visto que en el cultivo de fibroblastos sobre silicona, presentaron
formacion de fibras de estrés, sin embargo, parecian ser mas delgadas a diferencia
de los fibroblastos cultivados en caja petri, cabe mencionar que en el presente

estudio esta condicion fue el control CT (1 GPa).

Con respecto a la morfologia y excentricidad de los fibroblastos, es diferente en las
células BJ y en células corneales. En sustratos blandos (1 kPa) las células BJ se
observan en forma redonda, los resultados mostraron que a diferencia de 5 kPa 'y 20
kPa cuyo valor fue < .05, 1 kPa obtuvo un valor cercano a 1. Esto puede deberse a
que los cambios en las propiedades mecanicas como, por ejemplo, los que ocurren
en la piel durante la remodelacion de tejidos o el envejecimiento que afectan la
actividad de los fibroblastos residentes. Asimismo, se ha comprobado que existe
un estado de activacion de fibroblastos dérmicos humanos en sustratos de 5 kPa
(Achterberg, V. et. al., 2014). En contraste, en los fibroblastos de cornea las células
se muestran alargadas en 1 kPa pues presentan un valor < .05 al igual que en 5
kPa, 20 kPa y 40 Kpa a 24h y 48h. En general, los fibroblastos presentan cambios
en la morfologia, pueden verse como células alargadas y sus nucleos pueden ser
planos y delgados dependiendo de si estan activos o inactivos los fibroblastos. Sin
embargo, se ha propuesto que los fibroblastos son fenotipicamente estables pero,
también se presentan heterogéneos por lo que regulan tanto la forma como la
funcion (Ravikanth, M. et al. 2011).
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En cuanto a la cornea, desde el desarrollo embrionario las fuerzas fisicas que
ejercen los fibroblastos organizan la matriz extracelular en un patron que brinda un
soporte estructural que a su vez le permite mantener su transparencia (Karamichos,
D. et. al. 2007). En este sentido, también es importante la mecanica de la MEC, ya
que los estimulos mecanicos y la tension forman contactos focales y fibras de estrés
en las células cuya formacion puede ser modulada la misma contraccion de las
células. Tal y como se pudo observar a través de la técnica de marcaje con faloidina
en fibroblastos de cérnea en los geles de 20 kPa y 40 kPa (Fig. 8). Por su parte, el
marcaje de F-actina en las células BJ, donde la formacion de estas fibras de estrés
se observaron en sustratos de 5 kPa y 20 kPa (Fig 12). Asimismo, en ambos tipos
de fibroblastos (BJ y cornea) en el sustrato de 1 kPa no presento la formacion de
fibras de estrés. Sin embargo, es la condicion de 20 kPa en donde los dos tipos de

células coincidieron en la formacién de las fibras.

Es importante destacar que tanto en células BJ como en fibroblastos de cérnea se
ve una disminucidn del area celular aunque la excentricidad es distinta para ambos
tipos celulares, los fibroblastos de cérnea tienden a mantener su forma alargada en
sustratos suaves y rigidos en contraste con los fibroblastos BJ que presentan de
una forma un poco mas redondeada, lo cual es interesante ya que se ha visto que
las células redondeadas tienden a traslocar YAP/TAZ (Zhao B. et al., 2008). Sin
embargo, en fibroblastos de cérnea esta translocacién se did en sustratos rigidos de
5, 20 y 40 kPa. Los queratocitos tienen forma fusiforme, plana, se encuentran
paralelos a la superficie y sus extensiones se entrelazan entre si por uniones tipo
GAP (Boy, S. etal, 2012). La morfologia descrita previamente de ambos
fibroblastos podria explicar por qué en los perfiles de senal (Fig. 11 y 14) se observa
que los fibroblastos de coérnea tienen una distancia de 120-250 micras, en

comparacion de las células BJ donde su distancia es de 30-80 micras.

Por otra parte, diferentes enfoques, como la Ingenieria de tejidos ha utilizado
sistemas para imitar la fisiologia de la cérnea que va desde los cultivos en 2D que
no son ideales debido a que estan limitados en el numero y tipo de células, lo que
resulta en una diferencia con el tejido nativo. Asimismo, los cultivos en 3D también
presentan dificultades en cuanto a consistencia, viabilidad y solidez de la fabricacion

pero permite controlar la ubicacidon de diferentes tipos de células asi como de su
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matriz extracelular. Sin embargo, los avances en biofabricacién y dispositivos en
chip pueden generar estructuras complejas y con mayor fidelidad (Marcos, L.
Wilson, S. y Roach, P., 2021). Por ello, nuestros resultados podrian extrapolarse a
un modelo que simule las condiciones fisiolégicas de la cornea, de acuerdo con los
datos previamente mostrados, el modelo presentado aqui cumple con los valores de
la curvatura de la cérnea, recordando que el comportamiento fisiolégico de la cornea
en la superficie posterior es de 6.5 mm y en la superficie anterior es de 7.8 mm y
con el modelo se obtuvo un radio maximo de radio de 13.23 mm y un punto minimo
es de 6.90 mm (Fig.16B). Por tanto, se propone el estudio de los cofactores
transcripcionales mediante un chip microfluidico que emula las caracteristicas de
rigidez, curvatura y un estimulo mecanico a través de cambios de presidn
controlada, como el modelo presentado (Fig.15) que de acuerdo a las
caracteristicas del mismo, permite realizar el cultivo de células y la evaluacion de la

translocacion de YAP/TAZ in vivo a una rigidez y curvatura fisioldgica.

Como se menciond anteriormente, en el LaNSBioDyT se fabricd y caracterizé el
dispositivo microfluidico con recubrimiento de hidrogel de poliacrilamida de 20 kPa,
se encontro que a 0 mbar el gel se observé opaco y a 500 mbar se veia
transparente, ya que conforme aumenta la presién hay un contacto positivo entre la
membrana de Loctite 3525 y el hidrogel de poliacrilamida con un comportamiento
elastico en un rango de 0-500 mbar, es decir, deformaciones pequefas (Ruiz,Y.
2019), esta opacidad es importante debido a que puede presentar problemas en el
momento de realizar un analisis con microscopia. Aunque no se probo el dispositivo
con el hidrogel de poliacrilamida, en el laboratorio de micro y nanotecnologia como
ya se menciono, se realizo la caracterizacion del dispositivo con un recubrimiento de
hidrogel de poliacrilamida de 20 kPa, donde se vié que a esta rigidez se requiere
una presidén menor para provocar una deformacién en la membrana, se sugirié que
esto se debe a que la membrana de Loctite 3525 con hidrogel de poliacrilamida,

transfiere el esfuerzo hacia el hidrogel.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos comprobaron que tanto los fibroblastos de cornea como
las células BJ, los cambios en la rigidez del sustrato de cultivo y responden con la
formacién de fibras de estrés ya que en fibroblastos de cdérnea cultivados en
sustratos suaves (1 y 5 kPa) se ve la presencia de menos fibras de estrés con el
tiempo de cultivo. En sustratos rigidos, existe la formacién de fibras de estrés y se
mantienen a lo largo del tiempo (48 h). En contraste, en el cultivo de células BJ en
sustratos suaves (1 kPa) no se muestra la formacion de fibras de estrés y la actina
se encuentra arreglada corticalmente, a diferencia del cultivo en 5 kPa y 20 kPa en

comparacioén del control (aprox. 1 GPa).

Por otra parte, en cuanto a la translocacion de los cofactores transcripcionales
YAP/TAZ se observd que en fibroblastos de cornea y de piel la sefal de YAP se
encuentra nuclear en sustratos rigidos, mientras que en sustratos blandos la marca
se encuentra citoplasmaticamente, sin embargo, en 1 kPa en ambos tipos celulares
se encontrd una baja presencia de sefal de YAP independientemente del cambio en

esparcimiento.

Adicionalmente, se obtuvo un dispositivo microfluidico que simula las caracteristicas
fisioloégicas de curvatura de la cérnea, dicha curvatura pudo ser controlada mediante
el uso de bombas microfluidicas.

De esta manera se puede estudiar la respuesta de las células realizando un cultivo

sobre el HG PAA a diferente rigidez sometidas a curvatura.
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11. PERSPECTIVAS

Para el modelo de cérnea es necesario realizar estudios complementarios que
permitan confirmar lo encontrado aqui, por ejemplo, en un sustrato biomimético in
vivo como el que se propuso en la figura 15 y 16, un chip microfluidico con un pozo
central conectado a microcanales que transportan flujo que deforma la membrana

con base en la presion ejercida.

En este chip, se pueden cultivar los fibroblastos de cérnea en una membrana
deformada por curvatura con valores similares a los reportados e incluso con ligeras
modificaciones es posible sembrar células endoteliales. De modo que permita
evaluar in vivo la polimerizacion de actina mediante el uso de la molécula acoplada
a una proteina fluorescente (mTurquoise) para determinar la formacion de
filamentos de actina en los HG de PPA deformados por curvatura. Sin embargo, se
tiene que caracterizar y establecer una curva de calibracién entre presion y radio de
curvatura para cada rigidez a estudiar. Asimismo, se debe de considerar la fuerza
que debe de haber para mantener la deformacion de la membrana durante cierto

periodo de tiempo.

Considerando la versatilidad del disefio y que el proceso de fabricacion permite que
el disefio del chip se adapte a lo que se requiere, se podria considerar el disefio de
tres canales para estudiar también, en un canal el comportamiento de células
epiteliales, en otro canal simular la membrana de Bowman cultivando solo colagena
tipo 1 (tomando en cuenta que es acelular) y en el siguiente simular el estroma

(donde estan embebidos los queratocitos).

Ademas, podria evaluarse la fuerza de traccién de las células o las fuerzas
mecanicas al nucleo ya que, como se menciond anteriormente, se ha visto que esto
produce un aplanamiento nuclear, lo cual genera un aumento en la importacién a

nucleo de YAP, que se da por una restriccion en la mecanica de los poros nucleares.
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13. ANEXO
13.1 Cuantificacion de area nuclear y esparcimiento
Pasos para realizar la cuantificacion de nucleos con el programa Imaged o FIJI

1.- Abrir la imagen. File - Open.
2.- Ajustar a escala de grises Image a type - 16 bits

3.- Crear una copia de la imagen y trabajar sobre ella. Control+ Shift + D

E Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
OC GO ALRNAQA | vfsajur| g 4| & [*

Flod Fill Tool

4.- Ajustar barra de escala. Abrir patréon (40x) a medir 0->1 - analyze a set scale.

5.- Poner la escala en la imagen. Analyze - tools — scale bar
@ Image Process Anshze Plugns Window Help

= c:Jl/[_ 3 A | | O [ss |
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6.- Medicion de areas nucleares. Image — adjust — Threshold

7.- Para separar nucleos. Process — Bihary — Watershed.

8.- Medicion de nucleos. Analyze — Analyze particles
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13. 2 Cuantificacion area celular y excentricidad
1.- Abrir laimagen. File - Open

2.- Ajustar escala de grises. Image - type - 16 bits

Fie ES0 Wmage Fyocess Anahvze Puges Window Help
Olola|«= Bl <5 s Aala]a] o] o]

T p— T s 8 B 01T B

|
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13.3 Trazado de Perfiles de senal

1.- Abrir la imagen. File — Open.

2.- Ajustar a escala de grises Image —» type - 16 bits

| File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olc|o| /<t N AL |m d| o /| 8]~
255 5 R08, 148 15 1908

Fie EM Imoge Process Anayze Plugine Window Help

Dloja|of < |# Ao ald| o /|a]~ e

3.- Ponerle color para no confundirse en este caso para la marca de YAP (rojo) y para

nucleos o DAPI (Cyan). Image — Lookup tables — escoger color

£
File Edt [ Frocess Analyze Plugn
Grays
CL Q| C Tye i
Ice
LiL ' Spectum
4 micras (19361 455); 16-bit §.4MB Shewl Ik Gl 335 ReB
Properties. Ctri+Mayls+P
Golar T
Stacks ' Blue
Hyperstacks *| Cyan
Crop Ciri+Mayas+X =~ Magenta
Duplicate Ctri+Mayis+D = Yellow
Rename Red/Green
Scale. CUE | 16 Colors
Transform *| 5Ramps
& ' & Shades

Oveslay *| Bilue Orange icb
Cool

Cyan Hot
Edges

Gem

Glasbey

Green Fire Blue

4 .- Ajustar escala. Abrir patrén -~ Medir 0->1 - analyze — set scale
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5.- Seleccionar lo que se quiere medir (Sobre la imagen donde esta la marca de YAP se

traza una linea en el eje mayor)

File Edt Image Process Analyze Plugns Window Help
clo/c|ol <[5\ A|L||d o 4]a]~

Magnifying glass (or "+~ and "-" keys; alt or bong click for menu)

6.- En la imagen de DAPI con Control+Shift+E se marca lo mismo que se seleccion6 en la

imagen de YAP.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
clolc|o <[ Al o m|d| o /] &)~

"Straight"_segmented or freehand lines, or amows (alt or long click to switch)

cras (2592x1944); 16-bit, 5 6MB
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7.- Seleccionar una imagen (donde esta la marca de YAP O DAPI) y poner Control+K vy

repetir lo mismo para la siguiente imagen.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
- ;
gjojc|ofl <[\ Al eld| o /] a]#] | | |»
Joe T : i selMagndfying glass (or "+~ and "~ keys: alt or long click for menu)
i 4 4h 1k ¢ Flot of ELUE_15371_05042022_1247 expl 24h 16Pa 3 (G) = o X
17952.00x19.62 (696x405), 8-bit 275K 179521062740 (596x405): 8-bit: 275K
T T T T T
15 wr ]
15 7
o i
% 10 %
> =
F ®
& S0 7]
sk
sk 1
1 W\ . . . | . .
0 §000 10000 0 5000 10000 15000
Distance (micras) Distance (micras)
List | Datas| Mores| Lie

8.- Realizar el merge de ambos plots: Image — color -~ merge channels

Process Analyze Plugins Window Help
2Jo]c e 'pidd > zjalx] | | |»

17952.10019.62 _(696x405); B-bit 275K Show Info Ctri+l
Properties Ctri+Mayis+P
1 | | B Color [ Split Channels
20 4 Stacks Merge Channels [
Hyperstacks * Amrange Channels,
Crop Ciri+Mayts+X Channels Tool... Ctri+Mayls+Z
iy Duplicate Crri+Mayis+D | Stack to RGB Il
Rename. .. Make Compaosite
Scale Cri+E | Show LUT i
wor Transform *| Display LUTs
Zoom ¥ Edit LUT.
5k Overlay »| Color Picker... Ctri+Mayis+K ||
My e T ][]
I ] I .
0 5000 10000 15000 5000 10000 15000
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9.- Seleccionar el color para cada uno de los plots (se pueden hacer modificaciones de
grosor, escala, letra, etc).

File Edit Ima Process Analyze Plugine Window Help
NALIOME B Sal o | |

Cifred): |Plolof RED_15375_05042022_1253 exp1 24h 1kP3 4 PARAPLOT vl F

179521001962 (B96x405), B-bit 275K C2(green]. |*None®

=i
. C3(bdue) [*None* j
T
Cd(gray) |"Mone* j
20 C5 (oyan): ]
C6 (magenta): |*Mone* ﬂ
sk €7 tyellaw): [None* El s
I™ Create composite
I™ Keep source images
10 ¥ Ignore source LUTs §
OK | Cancel
i AT _
i I I I L L I
0 5000 10000 15000 5000 10000 15000

List | Datas | Mores| e _Live | xe10206, ¥(X)=0

10.- Se obtiene el PLOT

276.11x1 6066 88 micras (696x405), RGB. 1.1MB

? | .!}I'_jll‘ll" i I “' | il | | Il
AR T
i "1

Distamce (micras)
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