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Introduccion

El estudio de los sistemas supramoleculares de interés bioldgico requiere de la colabo-
racion interdisciplinaria de diversas ramas del conocimiento. En estos sistemas complejos
la organizacién de los individuos genera procesos cooperativos que resultan impredecibles
a través de la simple adicién del comportamiento individual. Las células que forman los
organismos mas complejos pueden crecer en medios quasi-artificiales para el estudio de sus
propiedades individuales o de grupo. Estas constituyen per se sistemas complejos capaces de
sentir y procesar las senales provenientes del medio en el que se desarrollan y desencadenar
un conjunto de funcionalidades y comportamiento dependientes de su origen y que define su
fenotipo para cada condicion particular. Las células constituyen entes inteligentes que res-
ponden a perturbaciones proporcionadas por el entorno y dan cuentan de sus caracteristicas
fisicoquimicas y bioquimicas.

Las células en los tejidos pueden percibir un conjunto de senales biofisicas y bioquimicas
e integrarlas para cambiar su estado dinamico. En este sentido las células son “materiales
inteligentes” y este comportamiento es de gran importancia para el diseno de nuevos mate-
riales con aplicaciones particulares. La adhesion celular es el primer paso en muchos procesos
fisiologicos, como la cicatrizacion de heridas, o patologicos, como las infecciones bacterianas
y la propagacion tumoral. La adhesiéon celular juega también un papel preponderante en la
ingenieria de tejidos y en el disenio de superficies utilizadas en implantes médicos. Por eso
resulta necesario conocer el efecto de cambios locales en las propiedades de los materiales
que forman el medio o matriz extracelular (MEC), tales como cambios en la composicién,
micro-topografia, rigidez, etc., sobre el comportamiento de las células.

La propagacién de los sistemas multicelulares conlleva variaciones espacio-temporales de
las interacciones entre los individuos y con el entorno durante el desarrollo de fenémenos
colectivos. De esta manera queda condicionada la expansién de la poblacion celular y la
movilidad de cada célula, determinando la organizacion y el crecimiento del sistema.

En esta tesis se observaran y describiran procesos que tienen lugar en los cultivos celu-
lares en distintos entornos y que resultan comunes al crecimiento y expansion de sistemas
complejos en general, tanto de origen inorganico como organico. Ademas, se intentara mo-
dificar la funcionalidad de las células a través del cambio en las condiciones del medio en el
que se desarrollan.

Se propone avanzar en el conocimiento de la dindmica de sistemas supramoleculares de
interés biolégico y el papel que juegan en ella su organizacién y respuesta funcional. Se
prevé caracterizar la fenomenologia del comportamiento de sistemas multicelulares in vitro
y como influye el cambio de las propiedades fisicoquimicas del entorno. Se conoce que los
procesos celulares dependen de las interacciones reciprocas y dindmicas de las células con
el microambiente que las rodea. Este les proporciona estimulos bioquimicos y mecanicos
determinados por las células vecinas y el entorno extracelular. El tema resulta de particular
interés para la ingenieria de biomateriales enfocada al estudio de regeneracion de tejidos y
la comprensién de los procesos y transformaciones que ocurren en la propagacién de ciertos
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INTRODUCCION 16

tejidos y tumores. En general, estos procesos son el resultado de la coordinacion espacio-
temporal de la diferenciacién, la proliferacién y la migracién celular, estos tres regulados
por un conjunto complejo de senales fisicoquimicas dindmicas que se generan en el ambiente
extra-celular.

Esta tesis trata del uso de cultivos celulares para estudiar diversos aspectos del creci-
miento y expansién de sistemas celulares y propiedades de materiales biocompatibles. Se
comenzara con una breve descripcién de algunos de los descubrimientos y desarrollos mas
importantes vinculados a los cultivos celulares, tanto procariotas como eucariotas, y sus apli-
caciones. Continuara con una breve descripcion de técnicas de andlisis utilizadas en fisica y
quimica aplicadas a sistemas biolégicos. Un gran nimero de biomateriales se desarrollaron
para modular las funcionalidades de las células y son brevemente descriptos al final del marco
tedrico. A continuacion se describiran e interpretaran los resultados obtenidos a partir de
cada sistema de estudio.

En el capitulo 1 se estudiard el fenotipo celular y la fenomenogia de la propagacion de
colonias con geometrias quasi-circulares y quasi-lineales. En el capitulo 2 se analizaran los
cambios que produce en el fenotipo celular y en el mecanismo de propagacion de las colonias
la modificacion de las propiedades reoldgicas del medio de cultivo. A continuacién, en el
capitulo 3, se mostrara como la presencia de agentes solubles con bioactividad en el medio
de cultivo afecta las caracteristicas celulares y la dinamica de crecimiento de las colonias.
En todos los casos se vincularan los cambios morfolégicos y dinamicos globales de la colonia
con las caracteristicas microscopicas de la misma, como la aparicion de heterogeneidades
espacio-temporales y los cambios en la movilidad y fenotipo celulares.

En los capitulos 4, 5 y 6 se describira la interaccion de las células con numerosas superfi-
cies poliméricas fabricadas utilizando la técnica de ensamblado de capa por capa y como las
caracteristicas de las multicapas obtenidas determinan la adhesion celular. En el capitulo 4
se mostraran las caracteristicas de la adhesién de células epiteliales sobre multicapas de po-
lielectrolitos de distintas composiciones. Ademads, se propondra una estrategia para mejorar
las propiedades adhesivas de multicapas de biopolielectrolitos basada en el ensamblado de un
bloque formado por polielectrolitos de origen natural sobre un bloque inferior que contiene
el polication de origen natural pero un polianion sintético. En el capitulo 5 se propondra
otra técnica para mejorar la adhesion celular sobre peliculas de biopolielectrolitos basada
en el recocido térmico de las mismas. Luego, en el capitulo 6, se mostrarda que el recocido
térmico de multicapas de otra composicion disminuye la adhesion celular y bacteriana sobre
esta superficie.

En el capitulo 7 se mostrara como la microestructuracion del sustrato permite controlar
la direccién de los movimientos celulares y permite validar la aplicacién de ciertos mode-
los universales a la dindmica de crecimiento de la interfase de una colonia. Finalmente se
presentaran algunas conclusiones generales.



Marco teorico y antecedentes

A lo largo de esta tesis se estudiaran sistemas multicelulares formados por individuos ais-
lados o formando colonias de distintas caracteristicas. Se consideraran diversas funcionalida-
des celulares, como la movilidad y proliferacion, en relacion con las interacciones célula-célula
y célula-entorno y la dinamica de propagacion de los sistemas multicelulares. El entorno, del
cual dependen las funcionalidades celulares, serd modificado adecuadamente empleando sus-
tancias solubles con distinta actividad bioldgica y distintos biomateriales desarrollados en el
laboratorio.

En todos los casos, los sistemas de estudio se obtendran a partir de cultivos de distintos
tipos de células. De ahi que esta tesis comenzara con la exposicion de temas relacionados
al desarrollo histérico, al lenguaje particular y a conceptos involucrados en la practica del
cultivo de células.

A.1. Cultivos celulares

Hoy en dia, en la practica, nos referimos al término cultivo celular como al cultivo de
células eucariotas de organismos pluricelulares, generalmente, animales. Eso lo distingue del
cultivo de otros tipos de células, como el cultivo de células vegetales, cultivo de hongos o
el cultivo de bacterias. Histéricamente el cultivo de células animales se desarroll junto o
gracias a otros tipo de cultivos, sobre todo el microbioldgico.

El desarrollo de los cultivos celulares ha tenido grandes consecuencias en nuestras vidas
hoy dia. Poder controlar que determinados tipos de células crezcan en determinadas situa-
ciones y que otras no, es algo necesario tanto en las investigaciones de vanguardia como
en la vida cotidiana. Desde el proyecto genoma humano hasta el cocinar unas pizzas para
compartir con amigos, desde la fabricacién de una vacuna contra el cancer de pulmon hasta
el lavarnos un raspén en la rodilla y ponernos desinfectante, encontramos situaciones donde
es necesario controlar de alguna manera el crecimiento celular.

Si bien desde la prehistoria los seres humanos venian controlando el crecimiento de mi-
croorganismos para producir o preservar alimentos [A.1], no fue sino hasta el siglo XVII d.C.
que, mediante el uso de los primeros microscopios, las células pudieron ser observadas por
primera vez por Robert Hooke y Antoni van Leeuwenhoek [A.2]. Robert Koch, fue un pionero
de los cultivos en fase sélida, observando la formacion de colonias en rodajas de papa hervi-
das expuestas al aire, agregando gelatina a caldos nutritivos para obtener medios rigidos o
utilizando suero de oveja esterilizado por calentamiento y dejado solidificar [A.3]. De hecho,
un ayudante de Koch fue el inventor de las cdpsulas de Petri [A.4]. Estos cultivos en fase soli-
da fueron los que le permitieron al grupo de Koch aislar por primera vez el Mycobacterium
tuberculosis, agente etiol6gico de la tuberculosis [A.5]. Si bien los primeros materiales usados
con fines bioldgicos o biomateriales existian desde hace ya mucho tiempo (las suturas datan
el perfodo Neolitico y los implantes dentales son anteriores al 600 a. C.) [A.6], Koch fue un
visionario al aplicar el diseno inteligente del medio y condiciones de cultivo para el estudio
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celular. Hoy en dia los biomateriales se utilizan no sélo con fines médicos, sino para screening
biolégicos o estudios de ciencia basica [A.7]. Gran parte de este trabajo de tesis se realizé
modificando las condiciones de crecimiento para estudiar distintos aspectos del crecimiento
celular o utilizando cultivos para evaluar las propiedades de distintos biomateriales.

El desarrollo de cultivos de células y tejidos eucariotas animales comenzo6 algo después
que el de bacterias y hongos. El primer registro data de 1885, cuando el embriélogo Wilhelm
Roux logré mantener la placa neural de un embrion de gallina en una solucién salina durante
varios dias, sentando las primeras bases del cultivo de tejidos [A.8, A.9]. Roux, que se dedicé a
estudiar el desarrollo de los vasos sanguineos a lo largo de su tesis doctoral, estaba convencido
de que las leyes de la fisica controlan el crecimiento de los organismos y que la necesidad
de optimizacién es inherente al desarrollo [A.10]. En 1887 Loe Loeb colocé tejido epitelial
de cerdos de Guinea en agar y suero coagulado, lo inocul6é en animales adultos y observé
las reproduccién de las células implantadas [A.8]. Mientras tanto, Arnold demostrataba que
los linfocitos de rana pueden sobrevivir y migrar en solucién salina. En 1898 Ljunggren fue
el primero en reportar experimentos con tejidos humanos, demostrando que la piel puede
sobrevivir in vitro si es colocada en liquido ascitico [A.9]. En 1910-11 Francis Peyton Rous,
transplantando un tumor maligno desde una gallina con sarcoma a otra sana, descubre que
algunos tumores sélidos pueden ser transmisibles.

Los injertos de tejidos y fluidos en animales realizados por Roux, Loeb o Rous no son
considerados estrictamente cultivo de células o tejidos. Ross Granville Harrison fue el primero
en desarrollar una técnica de cultivo reproducible en 1907 y es por eso considerado el padre
del cultivo celular. Una revolucion en el cultivo de células se di6 en la década del 40 con
el diseno y desarrollo de los primeros medios de cultivos sintéticos, lo que facilité e hizo
més reproducible, cuantificable y aplicable el cultivo de células [A.11, A.8]. En 1943 Earle
establece la primer linea celular animal, unos fibroblastos de ratén adaptados para crecer
indefinidamente en el medio de cultivo [A.12]. Ocho anos més tarde George Gey, a partir de
una biopsia de carcinoma cervical que padecia una granjera afroamericana llamada Henrietta
Lacks, establecio la primer linea celular proveniente de un tumor humano, las células HeLa
[A.13]. Estas células que poseen ADN de virus papiloma humano, se pusieron a dispocisién
de todo el que las solicitara y se transformaron en el caballo de batalla del campo de los
cultivos celulares. Por entonces, amplificar los virus era una tarea extremadamente dificil
y Gey pudo utilizar las células HeLa para propagar el virus de la poliomielitis [A.14]. Las
células HeLa no sélo se utilizaron para la amplificacion del poliovirus, sino que debido a
su gran tasa de proliferacion, facilité la produccién de enormes cantidades de células para
testear los efectos de la vacuna contra la polio que Salk estaba desarrollando [A.15]. Las
células se han utilizado en numerosos estudios, como cancer, fertilizacién asistida, clonacién,
efectos de la bomba atémica y fueron enviadas al espacio para estudiar los efectos de la
gravedad cero en el ser humano. Para el ano 2009 ya habian sido utilizadas en mas de 60000
publicaciones cientificas [A.16]. Hay algo importante que destacar, ni Henrietta ni su familia
fueron consultados respecto al uso de sus células en investigaciones cientificas, lo que abre un
importante y necesario debate acerca de los limites legales y éticos de la ciencia. Las células
HeLa fueron utilizadas en numerosos experimentos a lo largo de esta tesis.

A lo largo de los siglos el control del crecimiento de las células ha sido utilizados de
diversas maneras: en la elaboracién y conservacién de alimentos [A.1], en la industria farma-
cettica [A.17, A.18], en la medicina y enfermerfa [A.19, A.7], en la industria militar [A.20],
en el arte [A.21, A.22] y en la investigacién en diversas ramas de la ciencia.

El objetivo de este trabajo de tesis es aplicar las herramientas del cultivo celular en el
estudio de los fenémenos generales que regulan el crecimiento de las células y la interaccién
de estas con diversas superficies.
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Figura A.1: Esquema que muestra el niumero de duplicaciones en funcion del tiempo de
una linea celular continua y una finita. Se indica el inicio de la senescencia con s.

A.1.1. Definiciones y nociones minimas para el trabajo con culti-
vos celulares

De la misma manera que ocurre para otras disciplinas especificas, existe un lenguaje
propio en la tecnologia de los cultivos celulares .

El término “cultivo celular” se refiere al cultivo de células desagregadas, mientras que
“cultivo de organos” se utiliza para describir tejidos no dispersos. El cultivo inicial tomado
directamente de un individuo hace referencia a cultivo primario y cuando se lo transfiere
a otros contenedores a través del proceso de subcultivo o pasaje, se convierte en una linea
celular. Las lineas celulares se clasifican en lineas continuas, con la capacidad de aumentar
la poblacion en forma indefinida, o lineas finitas, formadas por células que pueden realizar
solo un numero limitado de duplicaciones (Figura A.1) . Este limite estd determinado por
el nimero de duplicaciones que las células pueden realizar antes de detenerse debido a la
senescencia. Esto tltimo depende de factores intrinsecos que regulan el ciclo celular y esta
acompanada por el acortamiento de los telémeros y los cromosomas [A.23]. La longitud de los
telémeros se mantiene por la telomerasa, que se encuentra sub-regulada en la mayoria de las
células normales excepto las germinales. También es mayor en las células madres, permitiendo
una expansion mayor y evitando senescencia. Para que una linea celular se transforme en
continua se requieren transformaciones que implican la modificacién de ciertos genes [A.9)].

Histéricamente las lineas celulares continuas se obtuvieron a partir del aislamiento y
disgregacién de tejidos tumorales o embrionarios [A.24]. En el caso de los tumores, las lineas
celulares se obtienen a partir de células cancerosas que poseen mutaciones que estabilizan o
modifican la expresion de oncogenes. Estos oncogenes son genes reguladores del ciclo celular,
responsables de la transformacién de una célula normal en una maligna. La incorporacion de
secuencias de ADN viral también puede resultar en un descontrol del ciclo celular y la evasién
de la apoptosis, como en el caso de las infecciones por papilomavirus humano [A.25]. Existen
diversas maneras de generar lineas celulares continuas a través del tratamiento de células
con irradiacion, carcindégenos quimicos y vectores recombinantes que expresan oncogenes.
Finalmente, otra fuente de lineas célulares continuas son las células madre [A.24]. Estas
células son capaces de dividirse de forma practicamente indefinida y de diferenciarse a otros
tipos celulares [A.26]. Todos los tejidos del cuerpo humano son fabricados a partir distintos
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Figura A.2: Esquema que muestra la proliferacion y diferenciacion de las células madre
hacia células de distintos tipos de tejidos.

grados de diferenciacién de unas pocas células madre pluripotentes (Figura A.2), lo que las
vuelve muy interesantes desde el punto de vista de la ingenieria de tejidos [A.27, A.28].

Los cultivos de células primarias suelen presentar caracteristicas muy cercanas a las de
sus tejidos de origen [A.24]. Eso suele representar una gran ventaja respecto a los cultivos
de lineas celulares, que debido a las transformaciones genéticas necesarias para su obtencién
o al gran nimero de pasajes, pueden presentar caracteristicas, funcionalidades y respuestas
a estimulos diferentes [A.29]. Sin embargo, los preparados celulares a partir de animales
diferentes también pueden introducir variaciones significativas en los cultivos primarios y
sélo un nimero limitado de tipos celulares pueden subcultivarse exitosamente (por ejemplo
fibroblastos, queratinocitos, astrocitos, células endoteliales) [A.24]. La eleccién de uno u otro
tipo de célula depende del tipo de experimento que se vaya a realizar.

Hemos visto que una misma célula madre puede diferenciarse en distintos tipos celulares,
de morfologias, caracteristicas bioquimicas y funciones muy distintas. Sin embargo, todos
estos tipos celulares presentes en un mismo organismo, salvo ciertas excepciones como los
gametos sexuales [A.30] y algunas células del sistema inmune [A.31], poseen la misma in-
formacion genética. La informacién genética que posee un organismo (o en nuestro caso,
una célula) en particular se denomina genotipo [A.32]. Por otro lado, el fenotipo es la ex-
presion del genotipo en funcién de un determinado ambiente. De esta manera el genotipo,
el ambiente y las interacciones entre estos definen todas las caracteristicas detectables (es-
tructurales, bioquimicas, conductuales, fisiolégicas) de una célula u organismo, es decir, su
fenotipo [A.33]. Esto puede modelarse con la ecuacién:

Fenotipo = Genotipo + Ambiente + Interaccién (Genotipo - Ambiente) (A1)

Las lineas celulares pueden existir como cultivos adherentes o en suspension. La mayoria
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de las células se adhieren a un substrato como pléstico o vidrio y proliferan formando mo-
nocapas. Los cultivos en suspension no se adhieren a un substrato y crecen flotando en el
medio.

Para que las células puedan mantenerse en cultivo, se requieren condiciones nutricionales
y ambientales apropiadas. Los requerimientos nutritivos vienen provistos por el medio de
cultivo con o sin suero agregado. El suero provee elementos adicionales importantes para
el crecimiento celular. Las proteinas del suero incluyen hormonas, factores de crecimiento,
lipidos, cofactores enzimaticos, proteinas transportadoras, y factores de adhesion a los subs-
tratos [A.23]. La concentracién de estos componentes dependerd de las caracteristicas del
animal del que proviene el suero. Dentro de las condiciones ambientales, la proporcion de
oxigeno y dioxido de carbono debe ser controlada. Para las células adherentes las carac-
teristicas del substrato son igualmente importantes.

Ademas del vidrio, donde se cultivaron inicialmente las células, se pueden realizar cultivos
en otras superficies cargadas, tales como metales y muchos polimeros. En cualquier caso, es
poco probable que las células se adhieran directamente a los substratos sino mas bien ocurre
que las células secretan componentes de matriz que se adhieren al substrato y proporcionan
ligandos para la interaccién. En muchos casos las superficies se tratan con productos de
matriz extracelular, como el colageno IV, la fibronectina o la laminina, para promover la ad-
hesién. Para estudios particulares y determinadas aplicaciones, las células pueden cultivarse
en matrices tridimensionales o “andamios” que varian en composicién quimica (coldgeno,
quitosano, polimeros sintéticos, etc.), estructura (porosidad, distribucién y conectividad de
poros), propiedades fisicas (rigidez, elasticidad, conductividad, permeabilidad al agua) y en
la estabilidad.

A.1.2. Ciclo de crecimiento de una linea celular

Cada vez que una linea celular se subcultiva, crecera hasta alcanzar la densidad que
existia antes del pasaje o subcultivo. Este proceso se puede describir por medio de una curva
de crecimiento obtenida observando el cultivo en distintos estadios de crecimiento (Figura
A.3). Luego de sembrar las células se observa un periodo de induccién. Este puede durar 12
— 24 hs, y permite que las células se recuperen del proceso de despegado (“tripsinizado”) del
substrato en el que se encontraban creciendo previo al pasaje. Ademas, en este periodo las
células secretan sustancias para favorecer la adhesién y expansion del citoplasma.

Luego las células entran en una etapa de proliferacion exponencial: la poblacién se duplica
cada tiempo celular. Cuando la poblacion de células alcanza a cubrir toda la superficie
del substrato, se “empaquetan” y comprimen ocupando mas eficientemente el espacio, y
la proliferaciéon disminuye y eventualmente salen del ciclo celular. Se observa entonces un
“plateau” en la curva de crecimiento. Algunas células pueden diferenciarse en esta etapa
de crecimiento, otras simplemente dejan de proliferar. La densidad y concentraciéon celular
se incrementan. La primera afecta la forma de las células, perturba las interacciones con el
entorno y concomitantemente se ven afectados los procesos de duplicacion y diferenciacion. El
incremento de concentracion celular se manifiesta en la disminucién de factores de crecimiento
y otras sustancias activas, induciendo en algunos caso la muerte celular.
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Figura A.3: Esquema de una curva de crecimiento tipica. Se grafica el log del niumero
de células por ml o em? en funcién del nimero de dias de cultivo. Se indican la fase de
induccion, de crecimiento exponencial y el “plateau”, asi como el momento en que deberia

realizarse un subcultivo. A partir de esta grafica puede calcularse el tiempo de duplicacion
promedio.

A.2. Algunas consideraciones fisicoquimicas en rela-
cién a los sistemas bioldgicos

Erwin Shrodinger sostenia que los eventos espaciotemporales que tienen lugar alrededor
de los organismos vivos podian ser descriptos por la fisica y la quimica [A.34]. Del mismo mo-
do que Roux, estudiando el angulo de bifurcacién de las arterias y sus diametros, se convencié
de que las leyes de la fisica determinan el desarrollo de los organismos y que la optimiza-
ci6én es inherente al desarrollo [A.10]. La unidad en la bioquimica planteada por Kluyver y
Donker indica, de alguna manera, que todos los seres vivos estan sometidos a las reglas de
la estequiometria, la electroquimica y la termodindmica [A.35]. Parafraseando a Monod se
podria decir que cualquier cosa encontrada verdadera para las rocas deberia serlo también
para los elefantes [A.36]. Por estos motivos se espera que diversos métodos de anélisis, le-
yes, relaciones o ecuaciones pueden ser aplicados para describir tanto el comportamiento de
sistemas no vivos y vivos.

Probablemente el ejemplo maés simple sea la razén o nimero aureo. Esta razén esta pre-
sente en una variedad enorme de situaciones de diferentes escalas, como en el radio de Bohr,
el radio covalente y el radio iénico de los atomos, las dimensiones de la doble hélice de ADN,
en el ordenamiento de las semillas del girasol, en la concha espiralada de los caracoles, en las
proporciones del cuerpo humano, en los torbellinos y en las distancias interplanetarias [A.37].
Desde esta simple relacion a la expansion de la termodinamica clasica para cubrir sistemas
fuera del equilibrio con comportamientos no lineales, como son los sistemas biolégicos, diver-
sos enfoques y modelos matematicos se aplicaron en la descripcién de los principios fisicos
de los procesos biolégicos [A.38]. Por ejemplo, el andlisis termodindmico del crecimiento de
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tumores ha llevado a proponer terapias anticancer basadas en modificar la generacion de
entropia tumoral por fuera de los rangos que necesita el tumor para sobrevivir en un estado
estacionario [A.39].

A.2.1. Interacciones de la célula con el substrato

Las interacciones de las células con la matriz extracelular o con otras células estan deter-
minadas por las mismas fuerzas presentes en las interacciones de cualquier macromolécula
con su entorno [A.40]. De hecho, las sorprendentes propiedades adhesivas de ciertos ani-
males como los geckos que pueden trepar en un vidrio invertido, de las ranas arboricoras
que pueden escalar en arboles mojados, de los mejillones que pueden adherirse a superficies
solidas debajo del agua o de numerosos insectos como aranas y sus telas, hormigas y cuca-
rachas, pueden entenderse a través de las mismas fuerzas [A.41]. Es todo una cuestion de
escala, y en ultima instancia son las membranas y receptores celulares los que interactiian a
través de fuerzas de Van der Waals, fuerzas electrostaticas y magnéticas, uniones quimicas
y entrelazamientos mecanicos con el entorno [A.41, A.42]. Sin embargo, a pesar de que las
interacciones con el entorno son, en cierto modo, simples, estas desencadenan complejas cas-
cadas de senalizacién en el interior celular que terminan definiendo tanto la adhesion como el
destino celular [A.43]. De hecho, los distintos tipos de células presentes en el cuerpo humano,
al tener funciones muy diferentes, responden de manera distinta a los mismos estimulos. Por
ejemplo, las células madre tienden a diferenciarse a células adiposas en superficies blandas
o poco rigidas y a osteocitos en superficies rigidas [A.44].

La adhesién celular y los distintos procesos que ocurren en una célula tienen diferentes
escalas espaciales (Figura A.4) y temporales (Figura A.5). La adhesion celular suele comenzar
a nivel molecular, cuando las integrinas se unen a su ligando (por ejemplo, el tripéptido RGD)
sobre la superficie celular, pasando de una conformacién de reposo (5 nm) a extendida (15-20
nm). Esta unién suele durar en promedio, 10 segundos. Si varias integrinas logran agruparse
en la misma zona de la membrana se desencadena un ensamblado molecular, en el que se
reclutaran proteinas como Paxilina, Talina o Vinculina y llevaran a madurar la adhesiéon
naciente (0.25 pym, en 1 minuto aproximadamente) a complejo focal (0.5 p, en 10 minutos
aproximadamente) y este a adhesion focal, que tienen un tamano 1-5 pum. Estas adhesiones
focales se desensamblan y renuevan cada 20 minutos o pueden evolucionar a adhesiones
fibrilares (>5 pm) involucradas en la remodelacién de la matriz extracelular [A.42].

Las adhesiones focales estan asociados con filamentos de actina que forman parte del
citoesqueleto celular, el cual es capaz de sensar y responder frente a estimulos externos.
Estas fibras o filamentos de actina tienen tamanos variables, dependiendo del tamano de la
célula, pero en general tienen mas de 10 um. El citoesqueleto de actina termina definiendo
el area de expansiéon celular, la forma de la célula y es de fundamental importancia en la
migracién, proliferacion y diferenciacion celular. Estos 3 ultimos procesos estan fuertemente
regulados por el ambiente o matriz extracelular y son dependientes de una correcta adhesion.
Si bien dependen de la linea celular y las condiciones de cultivo, la velocidad de migracion
suele rondar en las décimas o micrones por minuto, la division es un proceso que demora
alrededor de 1 dia y la diferenciacion 2-3 semanas. Ademads, para la diferenciacion suele
ser necesario que multiples células estén formando agregados o colonias y que las células
permanezcan adheridas a la superficie durante todo el tiempo de diferenciacién [A.42].

En las células dependientes de anclaje no sélo procesos como la migracion, la prolifera-
cion o la diferenciacion son seguidos solo después de una correcta adhesion, sino que estan
programadas para morir mediante anoikis (del griego, “sin hogar”) cuando las interacciones
célula-matriz extracelular no son las adecuadas. La anoikis juega un papel fundamental en
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Figura A.4: Esquema que muestra las distintas escalas espaciales del proceso de adhesion
celular. Adaptado de [A.42].
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Figura A.5: Esquema que muestra las distintas escalas temporales de los procesos celulares
como la adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion. Adaptado de [A.42].

el mantenimiento de la homeosteasis del tejido, y la adquisicion de resistencia a este proceso
es caracteristica de las células cancerigenas metastéticas [A.45]. Hay numerosas propiedades
de la matriz extracelular o de los biomateriales que pueden determinar que las células sean
capaces o incapaces de adherirse.

Proteinas adherentes

Dentro de las numerosas proteinas que conforman la compleja matriz extracelular algunas
tienen la funcién de modular la adhesion celular, como son la fibronectina, la vitronectina,
el coldgeno, la laminina o la fibrina [A.46]. Estas proteinas necesarias para la adhesién ya
sea in vivo o in vitro presentan motivos de aminodcidos, como la secuencia RGD (tripéptido
de arginina, glicina y &dcido aspértico), capaces de unirse a integrinas y otros receptores
celulares [A.47]. Ademds, deben estar ordenadas de tal forma que puedan dirigir la adhesién
celular e influyen en la forma que las células sensan las propiedades mecanicas del substrato.
A parte de los tipos de proteinas que se adsorben, de la cantidad y la conformacion, la fuerza
con la que estas se unen al substrato influye en la adhesién celular. Proteinas pobremente
adsorbidas determinaran también una pobre adhesion [A.48].

Composicién quimica superficial, polaridad, mojabilidad y potencial zeta

La composicion quimica de una superficie determina la energia superficial, la polaridad,
la mojabilidad y el potencial zeta, y de alguna manera podria definir las interacciones entre
las células y el material. Sin embargo, las células no se adhieren directamente sobre las su-
perficies. La sangre, los fluidos corporales o las mismas células secretan proteinas de matriz
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pro-adhesivas que se adsorben sobre el material y terminan mediando la adhesion celular.
En los cultivos in vitro es el suero que se le agrega al medio de cultivo el que aporta estas
proteinas [A.49]. Una composicién quimica que favorezca la adsorcién de una cantidad y
conformacion adecuadas de proteinas puede favorecer la adhesion celular. En general, si la
superficie es muy hidrofébica (dngulo de contacto > 100°) tiende a hacer que las proteinas
adsorbidas estén desnaturalizadas y en un estado muy rigido. De este modo puede ser que
los sitios especificos de interaccién con las integrinas (como los oligopéptidos que contienen
RGD) estén menos accesibles, evitando la adhesién celular. Por otro lado, superficies muy
hidrofilicas tienden a unir a las proteinas adhesivas mediante fuerzas muy débiles, con lo
cual pueden desprenderse del substrato impidiendo la adhesion celular. Superficies de hi-
drofilicidad intermedia (dngulo de contacto entre 80-90°) tienden a promover la adhesion
celular ya que favorecen la adhesién de proteinas en su conformacion nativa, en cantidades
adecuadas y en un modo flexible, de manera que las células pueden reorganizarlas para ac-
ceder a sus grupos funcionales de adhesién con sus receptores. Ademsds, tienden a adherir
menos proteinas anti-adhesivas como la sero albimina bovina que suele adsorberse en mayor
cantidad en superficies no polares e hidrofébicas [A.49]. Sin embargo, los resultados suelen
variar de material en material y el angulo de contacto o la energia superficial resultan malos
predictores de las respuestas bioldgicas a los biomateriales [A.50]. Con el potencial zeta o
la carga superficial sucede algo similar, como las proteinas de matriz que median la adhe-
sion celular estdn cargadas negativamente estas se adsorben preferentemente en superficies
positivas. Por eso las células tienden a adherirse mejor sobre superficies positivas que sobre
superficies negativas [A.49].

Topografia del substrato

Hay una amplia variedad de caracteristicas topograficas presente en la matriz extracelular
de los diferentes tejidos y érganos. Estas caracteristicas topogréficas actiian como restriccio-
nes estructurales que alteran la forma de las interacciones célula-matriz extracelular y llevan
a la reorganizacion de las adhesiones focales y del citoesqueleto de actina. De esta manera
la topografia afecta la adhesion, migracién, proliferacién y diferenciacién celular [A.42].

La superficie de un material puede presentar distintas rugosidades, dependiendo de la
escala en que se disenan las irregularidades de la superficie. La macro rugosidad esta ca-
racterizada por irregularidades de 100 ym o més, mientras que la micro rugosidad presenta
irregularidades de entre 1 y 100 gm. La submicro rugosidad se manifiesta en un rango de
tamanos que va de los 100 gm a 100 nm, y la nano rugosidad, a escala menores de 100 nm.

La macrorugosidad presenta irregularidades demasiado grandes para ser sensadas por las
células, por lo que no afecta la adhesién celular. Los efectos de la microrugosidad suelen
ser ambiguos, en determinadas superficies pueden favorecer la adhesiéon celular y en otras
la impiden. La submicrorugosidad también presenta resultados ambiguos, pero en general
los efectos positivos/adhesivos prevalecen. La nanorugosidad, que puede asemejarse a la
“nano-arquitectura” natural de la matriz extracelular que estd organizada en nanofibras,
nanocristales y nanopliegues de las moléculas presentes, suele favorecer la adhesion celular
[A.49]. Las situaciones pueden ser mas complejas, ya que diferentes escalas de rugosidad
pueden estar presentes formando estructuras jerarquicas que afectan en forma conjunta la
adhesién celular [A.51]. La interaccién de las células con el entorno no depende solamente del
valor de rugosidad, sino de las diferentes geometrias, de la distribucion de las irregularidades
o “motivos” y de las proteinas adsorbidas, como la fibronectina, que median el efecto que la
nanotopografia ejerce sobre las células [A.52, A.53].
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Rigidez del substrato

Los tejidos de un organismo poseen una gran diferencia de rigidez, desde liquidos como la
sangre a solidos como el hueso. El médulo elastico de los diferentes tejidos es variable: 0.1 a
1 Kpa para el cerebro, alrededor de 5 kPa para el tejido adiposo, 8 — 17 kPa para el musculo
y 25 - 40 kPa para las fibras de coldgeno entrecruzadas o el hueso [A.54]. Por otro lado, las
células son capaces de sensar la rigidez del substrato y responder en funcién de ella [A.55].

En las células adheridas sobre un substrato rigido (>10 kPa), la proporcién de integrinas
asociadas a proteinas adhesivas y la estabilidad del complejo focal estan incrementadas
debido a la tensiéon mecdanica, lo que permite la maduracién de las adhesiones nacientes
a adhesiones focales. La formacién de adhesiones focales maduras facilita el desarrollo de
las fibras de actina en el citoplasma. Por otro lado, en las células adheridas a substratos
poco rigidos o blandos (<10 kPa) los complejos focales son traccionados desde el interior
celular y se mueven con las deformaciones del substrato. Las células responden de manera de
mantener una deformacién del substrato constante, dispersando el citoesqueleto de actina y
los complejos adhesivos, de modo de disminuir la tensién en el punto de adhesién [A.42]. Se
necesita un balance adecuado entre las fuerzas de tracciéon de las células y la resistencia del
substrato a esas fuerzas para ensamblar adhesiones focales funcionales, para que se desarrolle
el citoesqueleto celular y para que la célula pueda extenderse sobre la superficie. Por este
motivo los materiales demasiado blandos suelen ser anti-adherentes.

Ademas de la adhesion, las propiedades mecanicas del substrato regulan numerosos proce-
sos a nivel celular como la motilidad, la sintesis de proteinas de matriz extracelular, la rigidez
celular o la proliferacién. Los efectos de la rigidez del substrato son fuertemente dependientes
de la linea celular, de hecho las células madres mesenquimales humanas muestran un com-
promiso neurogénico cuando se cultivan sobre substratos blandos, un compromiso miogénico
cuando se cultivan sobre un substrato de rigidez intermedia y un compromiso osteogénico
cuando se siembran sobre materiales muy rigidos [A.56]. Una vez més, como las adhesiones
focales se forman a partir de las interacciones de las integrinas con las proteinas adhesivas,
la forma en que estas tltimas se adsorben sobre la superficie juega un rol fundamental en la
manera en que las células sensan la rigidez del substrato [A.48].

A.2.2. Movilidad celular: interacciones con la matriz extracelular
y fenémenos de transporte

La movilidad o migraciéon celular es uno de los procesos que pueden tener lugar luego
de la adhesién de las células adherentes. La movilidad celular tiene un rol fundamental en
muchos procesos fisiologicos, como la fecundacién, el desarrollo embrionario o la sanacién
de heridas, y patolégicos, como el crecimiento de tumores malignos y su metdstasis [A.57].
Entender los diferentes aspectos de la movilidad de células aisladas o la migracion de las
células dentro de una colonia es de suma importancia no sélo para comprender los aspectos
dinamicos de estos biosistemas, sino para el desarrollo de terapias que controlen la migracion,
por ejemplo, favoreciéndola en el caso de la regeneracion de tejidos o inhibiéndola en el caso
de la propagacién del cancer [A.58, A.59].

La movilidad celular es un proceso complejo que comienza con la extension de la membra-
na plasmatica hacia un frente o “borde lider”. Estas protrusiones o lamelipodios son guiadas
por la polimerizacion de filamentos de actina del citoesqueleto y estabilizadas a través de
las adhesiones focales que sirven como puntos de traccién utilizados por la célula para mo-
verse. Finalmente, la disolucién de las adhesiones focales en la parte posterior de la célula
y la contraccion de la membrana mediados por complejos de actina y miosina resulta en un
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Figura A.6: Esquema que muestra los distintos pasos de la movilidad celular. La célula

extiende su membrana plasmdtica a través de lamelipodios y forma nuevas adhesiones focales.

La disolucion de las adhesiones focales en la region posterior de la célula y la contraccion de
la membrana se traduce en un desplazamiento neto.

desplazamiento neto (Figura A.6) [A.60]. La motilidad celular es un proceso que termina de-
pendiendo del balance o relacién entre las fuerzas contréctiles, adhesivas y protrusivas [A.61].
Ademas, existen numerosas moléculas y mecanismos de senalizacién que controlan la mo-
vilidad celular, como receptores adhesivos (integrinas), cadherinas, cateninas, senalizacién
via tirosin quinasas o Rho GTPasas [A.62], que hacen que la migracién no dependa de las
células individuales sino de las interacciones de estas con la matriz extracelular (MEC) y
con otras células con las que concertan sus movimientos.

El hecho de que en muchas situaciones biolégicas las células no se muevan como entidades
libres sino coordinando sus movimientos ha despertado el interés de expertos de la materia
condensada y la fisica estadistica, ya que la migracién colectiva de las células tiene muchas
semejanzas con las dindmicas de gases, liquidos o vidrios. Ademas, el cardcter autopropulsa-
do de las células y los complejos modos de interaccion entre ellas hacen que sus movimientos
colectivos tengan comportamientos mas variados y complejos que los de la materia inani-
mada [A.63]. Es por este motivo que a la migracién colectiva puede ser encarada desde un
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enfoque multidisciplinario, donde a las herramientas de la biologia se le suman aquellas de
la fisica, como la medida de campos de velocidades celulares, el mapeo de las fuerzas que las
células ejercen sobre el substrato, la generacion de modelos matematicos o las simulaciones
computacionales [A.64].

Influencia del ambiente extracelular en la migracion celular

In vivo, la migracion celular tiene lugar en una amplia variedad de ambientes extrace-
lulares. Estos ambientes pueden tener distintos grados de confinamiento, pueden variar en
las propiedades mecéanicas, pueden tener diferentes caracteristicas bioquimicas o topografi-
cas y presentar gradientes de distintas propiedades biofisicas o factores solubles [A.65]. Para
agregar ain mas complejidad, la forma en que las células interpretan todos estos estimulos
y responden a ellos depende de su estado bioquimico intrinseco, que a su vez varia marca-
damente entre las distintas lineas celulares [A.66].

Las células migrando en condiciones fisiologicas se encuentran con una gran variedad
de topografias y a menudo confinadas por la MEC o por otras células. Las células pueden
migrar en 1D sobre fibras o finas tiras de MEC, lo que reduce la expansién lateral de las
protrusiones de la membrana y lleva a la formacién de delgadas proyecciones con filamentos
paralelos de actina denominadas filopodios. Por otro lado, cuando se mueven en 2D pueden
generar prolongaciones planas de membrana llamados lamelipodios. Si las células migran en
tubos o tuneles tienden a migrar mediante la formacion de filopodios como lo hacen en 1D,
mientras que la migracién entre dos superficies planas es compatible con la generacién de
lamelipodios. Resulta interesante notar que si la célula esta confinada entre dos superficies
no es posible que esta se despegue, por lo que se toleran altos niveles de fuerza contractil
incluso si la adhesién al substrato es baja. En estos casos la adhesién y la presencia de
proteinas adhesivas pierde importancia [A.65]. Por otro lado, caracteristicas topograficas
como “patterns” de sitios adhesivos, de crestas o de distintas figuras geométricas pueden
controlar la morfologia o asimetria celular y guiar asf la migracién de las células [A.67, A.68].

Muchas células pueden sensar la rigidez del substrato por un proceso denominado me-
canotransducciéon. Si una célula tiene mas de un punto de anclaje a un substrato rigido, la
aplicacion de fuerza entre las fibras de estrés puede llevar a una tensién isométrica dentro
de la célula (que por lo tanto va a estar estirada y quieta) o si algin punto de adhesién
se desprende o mueve resultara en una tension asimétrica y en el movimiento celular. Si la
célula tiene puntos de anclaje a un substrato blando, puede que esta ejerza mas fuerza que
la que el substrato pueda soportar y lo deforme. Las fuerzas ejercidas por las fibras en las
adhesiones mediadas por integrinas pueden conducir a cambios conformacionales en las pro-
teinas dentro de los complejos focales, y asi funcionar como una unidad de mecanosensado.
Ademas, las células tienen mecanismos para detectar cambios de rigidez locales, lo que les
permite migrar en gradientes de propiedades mecanicas hacia las zonas mas rigidas, en un
proceso llamado durotaxis [A.65].

A veces, el substrato para el movimiento de las células no es la MEC sino otras células, por
lo que las adhesiones célula-célula mediadas por cadherinas cobran singular importancia. Al
igual que las integrinas, las cadherinas pueden sensar las propiedades mecanicas del entorno,
lo que facilita el movimiento en ambientes celulares. Las adhesiones célula-célula, ademas,
son fundamentales para mantener la cohesién y transmitir las fuerzas en grupos de células
migrando colectivamente [A.65].

A parte de las mencionadas, otras propiedades del ambiente extracelular, como la pre-
sencia de factores solubles, pueden afectar la movilidad celular. De hecho, luego de una
herida, las células secretan una gran variedad de factores de crecimiento que inducen una
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rapida proliferacién y migracion celular [A.69]. Un gradiente de estos factores solubles puede
direccionar la movilidad celular por un proceso denominado quimiotaxis [A.70].

La fisica estadistica y los fenédmenos de transporte aplicados al estudio de la
movilidad celular

El estudio de la movilidad celular puede realizarse tanto sobre células moviéndose inde-
pendientemente unas de otras o en forma colectiva e incluso en la transiciéon entre ambas
situaciones [A.71]. Histéricamente se propuso que las células procariotas y eucariotas, en
ausencia de gradientes o factores externos que rompan la simetria, se comportan como un
caminante aleatorio.

A medida que aumenta la densidad celular, las células estan mé&s cerca unas de otras
y comienzan a interactuar coordinando sus direcciones y sentidos de movimiento. Esto se
ve reflejado en un aumento de la correlacién espacio-temporal de las células y un aumento
en el comportamiento balistico de los movimientos [A.72]. La conducta cooperativa de las
células determina la transicién de un sistema desordenado (poco denso) a uno ordenado
(denso) [A.71]. La evolucién y dindmica de los movimientos celulares en una monocapa
confluente encuentra muchas semejanzas con las dindmicas de transicién vitrea [A.73].

Si bien hay muchos métodos para estudiar la migracion celular, los ensayos con cultivos
confluentes y frentes lineales de crecimiento (del estilo de corte y cerrado de herida) o fren-
tes radiales de crecimiento (colonias circulares) son de los méas utilizados [A.74]. El cerrado
de heridas o la expansion de colonias pueden ser descriptos matematicamente utilizando
ecuaciones de fenomenos de transporte, que se aplican y tanto a particulas, especies quimi-
cas en una reaccion o células. De este modo, el cerrado de una herida o cubrimiento de la
superficie libre por parte de células que se desplazan formando un frente lineal puede mode-
larse, por ejemplo, utilizando la ecuacién de Fisher-Kolmogorov, que describe la evolucién
espacio-temporal de la densidad celular como un sistema de reaccién-difusion. Esta ecuacién
involucra un coeficiente de difusién (relacionado a la velocidad de migracién celular) y una
tasa de proliferacion dependiente de efectos poblacionales para tener en cuenta la disminu-
cién de la tasa de proliferacién a medida que las células alcanzan la confluencia (inhibicién
por contacto).

La movilidad celular también depende del tipo de células. Por ejemplo, las células me-
senquimales tienden a migrar menos colectivamente, mas rapido y de un modo més balistico
que las células epiteliales, lo que puede tener grandes implicancias en la invasion tumoral y
metastasis [A.75]. Ademas, ciertos compuestos solubles como el factor trefoil o el factor de
crecimiento epidérmico promueven el cerrado en un experimento de corte empleando células
epiteliales, pero mientras que el primero lo hace favoreciendo el movimiento colectivo de la
monocapa de células con pocos huecos internos, el segundo genera una red de células de
forma fibroblédstica con numerosos huecos [A.76].

La geometria del substrato o matriz y el nimero de dimensiones en que pueden despla-
zarse las células también afecta la movilidad celular. Hemos visto que las células individuales
tienen un movimiento aleatorio, pero esto es valido sélo en 2D ya que los mecanismos de
migracion en las matrices 3D son distintos [A.77]. Esto resalta la importancia de estudiar la
movilidad celular en distintas condiciones.

Finalmente, es importante destacar que también pueden utilizarse simulaciones compu-
tacionales para estudiar la migracion celular y el crecimiento de colonias. En estas simula-
ciones pueden tenerse en cuenta distintas caracteristicas de las células y el entorno, como la
deformabilidad celular, las interacciones mecanicas entre las células, la polarizacién celular,
la presencia de factores de crecimiento y quimiotaxis, y la presencia de patrones espaciales



MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES 31
u obstaculos en la superficie de los substratos.

A.2.3. Propagacién de interfaces biolégicas

Para estudiar el crecimiento de las colonias resulta necesario definir qué parametros van
a utilizarse para cuantificar la expansion del sistema. En el caso de los experimentos de corte
y cerrado de heridas uno de los parametros mas utilizados es el de porcentaje de cobertura
del espacio libre o herida [A.78]. Si bien resulta en cierto modo ventajoso para el estudio de
casos en que las células, por su forma y tipo de movimiento, se expanden generando agujeros,
estd limitado a experimentos en que dos frentes de células deben encontrarse y no es tutil si
no quieren considerarse las células que por algin motivo se han desprendido de la colonia.
Otra alternativa seria tomar como parametro de crecimiento el niimero de células en funcién
del tiempo. Esta resulta una medida directa de la capacidad de proliferacion de las células,
pero como en distintas regiones de la colonia la densidad celular varia, las células tienen
distintos tamanos y perdemos nocién de la dimensién del sistema [A.79]. Una tercera opcién
es medir el avance promedio de la interface entre las células que conforman la colonia y el
ambiente extracelular, generalmente el medio de cultivo. Es una medida directa del tamano
o crecimiento del sistema y solo tiene en cuenta las células que estan en contacto con la
colonia, pero resulta dificil de interpetrar cuando existen muchos agujeros [A.79].

El area de cubrimiento en un experimento de corte y cerrado de herida avanza a velocidad
constante, del mismo modo que crece la altura promedio (< h >) de un frente lineal de
crecimiento [A.78]. Debido al elevado ntimero de células presentes en el seno de un cultivo
que ya alcanzé la confluencia y del pequeno tamano y forma no definida de las mismas,
evaluar la proliferacion celular por simple conteo puede resultar dificultoso. El caso de las
colonias circulares y los frentes radiales de crecimiento la situacién es algo mas compleja.
Partiendo de islas con un niimero pequeno de células, alrededor de 10, se observa que mientras
el nimero de células crece exponencialmente durante todo el intervalo de tiempo que es
posible contarlas, el radio promedio de la colonia (< R >) sufre una transicién desde un
crecimiento exponencial a uno a velocidad constante [A.79]. El radio al que se presenta
esta transicion para una linea celular es aproximadamente constante y puede explicarse y
modelarse mediante la formacién de un anillo efectivo exterior de células cuya duplicacion y
movimiento aporta a la expansién de la colonia y un nicleo denso en el que, si bien ocurren
duplicaciones, no aporta al crecimiento [A.80].

El crecimiento de las colonias celulares depende de numerosos factores que en la mayoria
de las situaciones resulta muy dificil, sino imposible, distinguir. Sin embargo, siempre existe
un pequeno numero de leyes basicas que determina la morfologia y la dinamica de crecimiento
de las colonias [A.81]. Uno de los procedimientos que se pueden aplicar para interpretar el
complejo proceso de propagacion de una colonia celular se basa en la aplicacion del analisis
de escalado dindmico (AED) en la propagacién de los frentes de las colonias [A.81, A.82].

Escalado dinamico

Hemos visto que numerosos parametros pueden utilizarse para describir el crecimiento
de una colonia. En los casos en que sea posible definir una interfase entre las membranas
plasmaéticas de las células que conforman la colonia a estudiar (ya sea un tumor 3D in vivo
o una colonia 2D en una capsula de petri) y su entorno, el crecimiento de la interfase puede
describirse basicamente con dos pardmetros (Figura A.7):

a. La altura promedio de la superficie de la colonia, < h(t) > , definida como:
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h 4

Figura A.7: Grdfico de la altura h en funcion de x de una interfase. Se muestran los
pardmetros tipicos < h(t) > y w(L,t) para distintos valores de l.

(1)) = 7 > bz, 1 (A2)

donde h(z,t) es la altura h de la interfase en la posicién z al tiempo ¢ y L es el ancho del
sistema.

b. El ancho de la interfase, w(L,t), que caracteriza la rugosidad de la superficie y se define
como la desviacion cuadréatica media de las alturas:

w(L,t) = {2 > _[h(w, 1) = ((t))]*}? (A.3)

Entonces, para estudiar cuantitativamente el proceso de rugosado se mide la rugosidad
en funcion del tiempo. Por definicion, el crecimiento deberia comenzar a partir de una
linea horizontal por lo que la interfase a tiempo cero es una linea y su rugosidad es cero
(sistema liso). El contorno de la colonia se va arrugosando a medida que pasa el tiempo.

En general, el comportamiento tipico de w(L,t) en funcién de ¢ presenta una transiciéon
a t = tgy entre los regimenes de crecimiento (Figura A.8 a).

1. Inicialmente la rugosidad crece como una potencia de t,

w(L,t) oc t’ para t << tg (A.4)

El exponente (3, llamado exponente de crecimiento, caracteriza la dependencia temporal
del proceso de rugosado.
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Figura A.8: Evolucion de la rugosidad w en funcion del tiempo (a) y de la rugosidad de
saturacion wsy en funcion del tamano del sistema L (b). En la representacion de w en
funcion de t pueden diferenciarse los dos regimenes caracteristicos: crecimiento como ley de
potencia de t de donde puede calcularse el exponente 3, sequido de la invarianza en el valor
de w = Wgny a partir de tgy. Con los valores de wgyy para sistemas con # L se determina o.

2. El crecimiento de la rugosidad como ley de potencia no continia indefinidamente, sino
que es seguido de una saturacién (regién horizontal de la Figura A.8 a) en que se alcanza
una rugosidad de saturacion, wg,;. A medida que L aumenta, wg,; también aumenta y la
dependencia también sigue una ley de potencia (Figura A.8 b):

Weat (L) ox t@ para t >> te; (A.5)

El exponente de rugosidad o es el segundo exponente critico y caracteriza la rugosidad
de la interfase saturada.

3. El tiempo de saturacién tg,; al que la interfase cambia de régimen depende del tamano
del sistema segun la relacion:

tsat X Lz (A6)
donde z es el exponente dindmico.

Los exponentes «, 8 y z no son independientes, sino que estan relacionados entre si.
Ademas presentan propiedades universales, esto es, son independientes de los detalles del
sistema y se encuentran determinados solamente por aspectos fisicos basicos del mismo.

A partir de las relaciones (A.4-A.6) es posible reescalar y “colapsar” las curvas de w en
funcién del ¢ obtenidas para distintos tamanos del sistema L, como las que se muestran en
la figura A.9a.

[. si se grafica w(L,t)/ws como funcién del tiempo, se obtienen curvas que saturan al
mismo valor de rugosidad, independientemente de L (Figura A.9b).

IT. si se grafica la rugosidad del sistema como funcién de t/tg se logra que las curvas
saturen al mismo tiempo caracteristico (Figura A.9c).
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Figura A.9: Esquema del reescalado de datos de rugosidad para sistemas con distintos
tamanos. En (a) se muestran curvas de rugosidad w en funcion del tiempo t para distintos
tamanos de sistema. En el paso I se normaliza la rugosidad de las curvas por wsy y las
curvas se corren en la direccion vertical hasta el mismo valor de saturacion, pero lo hacen a
tiempos distintos (b). En el paso II se reescala el tiempo dividiéndolo por tsy, que corresponde
al corrimiento horizontal de las curvas. De acuerdo a la relacion (A.6), las curvas ahora
saturan al mismo valor de abscisa, t/tsy, “colapsando” todas en una misma curva llamada
funcion de escalado (c).
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Estas observaciones sugieren que w(l,t)/wgy es funcion de t/tg,; sélo si:

w(L,t) o t
wsat(L) f<

donde u = t/l, es el argumento de f(u), la denominada funcidn de escalado.
Reemplazando wg,y y Ly en la ecuacién A.7 por sus expresiones (ecuaciones A.5 y A.6),
se obtiene la relacion o hipétesis de escalado dindmico de Family-Vicsek:

) (A.7)

tsat

w(L, 1) x L° f(LtZ) (A.8)

Dependiendo del argumento u, la funciéon de escalado puede cumplir dos régimenes:

A. Para valores pequenos de u, la funciéon de escalado aumenta como una ley de potencia:

flu)cu?  para u<<1 (A.9)

B. Cuando t — oo la rugosidad satura. La saturacion se obtiene para t >> tg, , es decir
que el argumento de la funciéon de escalado u >> 1y

f(u) = constante  para u>>1 (A.10)

En la figura A.8a podemos observar que si uno se acerca al punto de quiebre (tsg, Wsat)
desde la izquierda, se encuentra de acuerdo a la ecuacién A.4 que w(tgg) o teat’. Por otro
lado, si uno se acerca al mismo punto desde la derecha, se obtiene a partir de la ecuacion
A5 que w(tg) o< L. De estas relaciones se desprende que teat® o< LY, vy de acuerdo a la
ecuacion A.6:

= g (A.11)

La ecuacion A.11, que relaciona los 3 exponentes y se denomina ley de escalado, es valida
para cualquier proceso que cumpla con la relacién de escalado A.8.

Modelos universales de crecimiento

La idea de que sélo existen unos pocos factores o procesos esenciales que determinan
los exponentes que caracterizan la dindmica de crecimiento de una interfase da origen al
concepto de modelo o clase universal [A.81, A.82]. Estas clases universales son descriptas
por ecuaciones diferenciales continuas que describen el crecimiento de h en funcion de t. La
forma mas sencilla de desarrollar las ecuaciones diferenciales que representan sistemas cada
vez mas complejos es ir agregando nuevos términos que respondan a las nuevas variables o
procesos en juego. De esta manera pueden obtenerse distintas ecuaciones que describan la
variacién de la altura de la interfase unidimensional en funcién del tiempo (h(z,t)).

= El sistema mas sencillo es aquel en que cada columna z crece de manera aleatoria e
independiente del resto. Esto puede representarse con un término 7(x,t) que refleje
las fluctuaciones aleatorias del proceso de crecimiento. Si el proceso es completamente
aleatorio, la probabilidad de crecimiento de cada columna es la misma y entonces:

<n(x,t) >=0 (A.12)
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h(x,t)

<h(x,t)>

<h(xt+At)>

Figura A.10: Esquema del efecto de la tension superficial v en la morfologia de la interfase.
La materia que forma la protrusion es redistribuida sin modificar la altura promedio

Esta clase universal se denomina deposicion aleatoria (DA) por el modelo que le dié
origen, y su ecuacién diferencial es:

Oh(x,t)
ot

= En la deposicion aleatoria la altura de cada columna es independiente de las demas,

es decir, no estan correlacionadas. Para describir sistemas en que las alturas de las

columnas no son independientes (interfases correlacionados) es necesario agregar un

término a la ecuacion aplicando reglas de simetria. La explicacién de este método

excede a este trabajo de tesis, pero se encuentran detallada en [A.81, A.82]. La ecuacién

de Edwards-Wilkinson (EW) es lineal y es la ecuaciéon mas simple que describe las
fluctuaciones de una interfase en equilibrio:

=n(z,1) (A.13)

Oh(z,t)

_ 2
5 vV<h +n(x,t) (A.14)

El término 7(z, t) incorpora el caracter estocastico del proceso de fluctuacién y no esta
correlacionado. El término vV2h tiende a suavizar la interfase, por lo que el factor
v se llama habitualmente tensién superficial. Este término produce el suavizado de
la interfase redistribuyendo la materia de las irregularidades sin modificar la altura
promedio (Figura A.10).

= La primer extension de la ecuaciéon de EW para incluir términos no lineales fue pro-
puesta por Kardar, Parisi y Zhang (KPZ) [A.83]. El término no lineal de menor 6rden
es Vh2, que agregado a la ecuacién de EW da origen a la ecuacién de KPZ:

ahg’t) = ;\th +vV2h + n(z,t) (A.15)

Este término no lineal implica la presencia de crecimiento lateral o en direcciéon normal
“local” a la interfase(Figura A.11). A diferencia del término lineal, que reorganiza la
materia manteniendo < h > constante, el término no lineal aumenta < h > agregando
materia a la interfase (en caso de que A > 0).

Estas ecuaciones definen 3 clases universales del escalado dindmico: DA, EW y KPZ.
Cada una de estas clases tiene asociado un grupo de exponentes criticos en 1 dimension, que
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h(x,t)

<h(x,t+At)>
<h(x,t)>

Figura A.11: El crecimiento en direccion normal local a la interfase da origen al término no
lineal en la ecuacion de KPZ. Se muestra su efecto en la morfologia y < h > de la interfase.

’ Nombre ‘ Ecuacion ‘ Exponentes criticos ‘
Deposicién aleatoria ahéf’t) =n(z,t) a no definido; 5 = 1/2
Edwards-Wilkinson % = vV?h + n(x,t) a=1/2;=1/4
Kardar-Parisi-Zhang 8}’((;"5) = %Vh2 +vV2h +n(x,t) a=1/2;8=1/3

Tabla A.1: Resumen de las clases universales presentadas, la ecuacion continua que las
representa y los exponentes criticos que las caracterizan.

se encuentran resumidos, junto con las ecuaciones matematicas que las representan, en la
tabla A.1.

Aparte de las mecionadas, existen algunas clases universales mas que escapan al alcance
de esta tesis. Ademas, existen variantes de estas clases universales. En los casos hasta acé
discutidos, las interfases se propagan en un medio homogéneo y su rugosado depende en parte
del término n(z,t), que funciona como un ruido térmico. En estas interfases la aleatoridad
depende de las caracteristicas propias del sistema. Sin embargo, en la naturaleza, existen
numerosas superficies que se propagan en medios desordenados, como la interfase de un
liquido que se propaga en una superficie porosa. En estos casos la velocidad y el rugosado de
la interfase son influenciadas por las inhomogeneidades del medio. La resistencia del medio
al avance de la interfase varia punto a punto y se denomina ruido congelado porque no
cambia con el tiempo pero si en el espacio. En un medio desordenado, la importancia del
ruido congelado es mayor a la del ruido térmico, que esta siempre presente. Por este motivo
el término 7n(x,t) puede ser reemplazado en la ecuaciéon de KPZ por un término de ruido
n(x, h), que es ahora funcién del lugar donde ocurre, dando origen a una variante denominada

ecuacién de KPZ con ruido congelado (QKPZ):

oMz t) _ A2 + vV2h + n(z, h)
ot 2

La rugosidad en estos sistemas aumenta con mayor velocidad, por lo que los exponentes
a y [ tienen valores més altos, en el rango 0.7 - 0.8 [A.81].

Aplicando el escalado dindmico a frentes radiales o lineales de crecimiento de células
normales o tumorales creciendo en medios convencionales se encontraron exponentes criticos
que coinciden con los de la ecuacion de KPZ. Esto indica que més alla de las diferencias
bioquimicas de las células y de la geometria de las colonias, hay ciertos procesos o leyes
bésicas que determinan su dindmica de crecimiento [A.84, A.79]. La dindmica de crecimiento
de numerosos y variados sistemas, como la electroconveccién de cristales liquidos [A.85],
la deposicién de particulas esféricas en los bordes de una gota [A.86], la laminacién de los

(A.16)
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estromatolitos [A.87], la electrodeposicién de metales [A.88], el crecimiento de una colonia
bacteriana [A.89], entre otros, puede interpretarse mediante la ecuaciéon de KPZ. Por otro
lado, el analisis de colonias celulares propagandose en medios con metil celulosa resulta en
exponentes que coinciden con los esperados para la ecuacion de QKPZ [A.90].

A.3. Algunas consideraciones de los biomateriales

La necesidad de controlar las condiciones del cultivo o crecimiento celular para hacer
estudios mas especificos o para determinadas aplicaciones en la medicina o la industria llevé
a desarrollar nuevas técnicas de cultivo y nuevos materiales.

En la actualidad, una gran cantidad de nuevos materiales y recubrimientos se utilizan
con fines médicos, cientificos o industriales. En la medicina se utilizan como implantes den-
tales, cardiovasculares y neuroquirirgicos, en la reparacion de juntas y fracturas dseas, en
la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, en la entrega selectiva de drogas y hasta
en medicina estética [A.91]. También se utilizan nuevos materiales para diagndsticos in situ
y ex situ con el fin de lograr detecciones tempranas y a bajo costo o como recubrimien-
tos de dispositivos para diagndstico, como sondas endoscépicas [A.7, A.92]. En el estudio
de las interacciones célula-matriz resultan interesantes los materiales biocompatibles cuyas
propiedades fisicoquimicas y biolégicas puedan controlarse. Juegan un papel relevante para
indagar acerca de procesos como el cancer o el desarrollo embrionario o para hacer estudios
mecanisticos y cribados a gran escala del efecto terapettico o téxico de drogas. La imitacién
de los sistemas naturales condujo a la generacién de nuevos materiales industriales como
sensores biomiméticos o nuevos adhesivos sintéticos a partir del estudio y simulacion de los
mecanismos adhesivos de geckos y mejillones [A.7].

La matriz extracelular es una fuente de inspiracion en el desarrollo de nuevos materiales
utilizables en cultivo y estudio celular, en ingenierfa de tejidos y medicina regenerativa [A.93].
Esta matriz es un ambiente macromolecular complejo que rodea las células en los tejidos y
organos del cuerpo. La MEC no solo define las propiedades fisicas y estructurales de los
tejidos, sino que también actiia como reservorio y conducto de numerosos reguladores de la
adhesion, proliferacion, migracién, diferenciacién, supervivencia y homeostasis celular [A.94].
La MEC interactia con las células de una manera dinamica y reciproca: todos los tipos
de células (epiteliales, fibroblastos, células del sistema inmune, etc) sintetizan y secretan,
siguiendo determinados estimulos, diferentes macromoléculas que formaran o modificaran
la matriz, y esta tultima, a su vez, regula el comportamiento de estas células. Esta matriz
es una estructura clave tanto en muchos procesos fisiologicos (desarrollo de los tejidos y
homeostasis) como patoldgicos (osteoporosis, cancer) [A.95, A.96].

A continuacién se describen algunos de los numerosos materiales que se han desarrollado
con intencién de imitar la MEC de diferentes tejidos y aplicarlos al estudio celular o la
ingenieria de tejidos.

Hidrogeles

Los hidrogeles son materiales blandos compuestos de redes poliméricas hidrofilicas ca-
paces de absorber una gran cantidad de agua y fluidos biolégicos sin disolverse. Tanto los
hidrogéles naturales (quitosano, acido hialurénico, alginato) como los sintéticos (polietilen-
glicol) son biocompatibles y pueden usarse como matrices ya que imitan muchos aspectos de
la MEC como proveer una estructura adecuada para que las células se adhieran y desarro-
llen sus funciones. Los hidrogeles ademas pueden cargar y entregar proteinas y factores de
crecimiento ante determinados estimulos.
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Los hidrogeles, especialmente los naturales, suelen ser demasiado blandos, lo que dificul-
ta la adhesion celular. Por este motivo suelen modificarse por técnicas de entrecruzamiento
de las cadenas poliméricas, copolimerizacién o incorporacién de materiales de refuerzo (gra-
feno, nanoparticulas) para mejorar las propiedades mecdnicas. Los hidrogeles suelen tener
baja conductividad eléctrica, muchas veces necesaria para aplicaciones especificas en ciertas
células como las cardiacas o neuronas, lo que constituye una limitacion en el uso.

Ademas de la biocompatibilidad y frecuente biodegradabilidad de los hidrogeles, son
capaces de responder a estimulos externos tales como la temperatura, el pH, la presencia de
glucosa o enzimas. De este modo es posible controlar el destino celular, lo que permite el uso
de hidrogeles para el diseno de materiales inteligentes [A.42].

Materiales autoensamblados

Los materiales autoensamblados son aquellos en que las moléculas se organizan es-
pontaneamente y sin control externo, debido a interacciones de tipo no covalente (puentes
de hidrégeno, interaccién hidrofébica, pi-pi, electrostaticas o de Van der Waals), originando
agregados ordenados espacial y temporalmente. El autoensamblado es un proceso ubicuo
en la naturaleza y muchas estructuras biolégicas fundamentales y complejas se forman de
esta manera [A.97]. Debido a la naturaleza especifica, direccionable, modulable y reversible
de las interacciones presentes en los autoensamblados supramoleculares, estos ofrecen gran-
des ventajas para el diseno de biomateriales con propiedades mecénicas, fisicas y biolégicas
definidas y ajustables [A.98].

= Matrices autoensambladas peptidicas

Los 20 aminoécidos, pueden generar una variedad enorme de péptidos, que actian co-
mo precursores del autoensamblado de varios tipos de arquitecturas supramoleculares,
desde conformaciones en forma de alfa hélice o beta plegada, estructuras tridimensio-
nales, nanotubos, nanofibras y nanovesiculas, y finalmente forman matrices fibrosas o
hidrogeles.

Las matrices peptidicas, al derivar de aminoacidos naturales, presentan buena biocom-
patibilidad, una sencilla degradacién y presentan grupos funcionales que pueden ser
reconocidos por los sistemas biologicos. Ademéas poseen una estructura similar a la de
la MEC natural y pueden ser disenadas y modificadas para tener tamanos de poro
adecuados que permitan el intercambio de metabolitos, agua, oxigeno y nutrientes. In-
cluso pueden variarse las propiedades mecanicas, partiendo del principio que un mayor
contenido de aminodcidos hidrofébicos aumenta la rigidez del material. El hecho de
que respondan a estimulos externos como pH, temperatura y fuerza ioénica los vuelve
un material de interés en la ingenierfa de tejidos [A.42].

= Matrices de polimeros sintéticos autoensamblados

El autoensamblado polimérico sigue un enfoque de abajo hacia arriba para crear na-
nofibras y generar matrices. En general los bloques de construcciéon son copolimeros en
bloque anfifilicos o péptidos sintéticos similares al colageno o a la elastina. Estos blo-
ques se autoensamblan formando nanofibras con propiedades mecénicas y estructurales
especificas recreando la arquitectura nanofibrosa de la MEC.

Las matrices generadas de esta manera tienen importantes caracteristicas como una
porosidad elevada y homogénea, una relacién alta del drea superficie al volimen y bue-
nas propiedades mecanicas. Ademas se pueden incluir durante el ensamblado dominios
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bioactivos y bloques biofuncionales (ligandos de adhesién celular, sitios de unién a fac-
tores de crecimiento, dominios con susceptibilidad a degradacién por proteasas, etc)
para construir plataformas biomiméticas de gran utilidad en la ingenieria de tejidos y
la investigacién celular [A.42].

s Matrices de autoensamblados de materiales hibridos

Dadas las limitaciones de varios materiales, la utilizacion de sistemas hibridos puede
beneficiarse de la combinacién adecuada de las propiedades de cada uno de los com-
ponentes. Se combinan péptidos y polisacaridos sintéticos o naturales, ADN y hasta
materiales inorganicos a base de silicio, titanio, carbono o plata con el objetivo de
modular la biofuncionalidad, nanoestructura y propiedades mecanicas de los sistemas
otorgandoles una gran versatilidad [A.99]. En general estos sistemas hibridos pueden
fabricarse a partir de dos enfoques: el autoensamblado de capa por capa (CpC) y
el autoensamblado supramolecular.

La modificacion de superficies mediante la técnica de CpC provee un abordaje simple,
flexible y rentable para fabricar ensamblados de multicapas. Esta técnica permite la
fabricacién de nanoestructuras tridimensionales de espesor, composicion, estructura,
propiedades y funcionalidades definidas sobre todo tipo de substratos, otorgandole
una gran cantidad de aplicaciones. La gran variedad de bloques de construcciéon y
las distintas interacciones que pueden existir entre estos, permite generar una gran
cantidad de biointerfases autoensambladas.

El ensamblado supramolecular de materiales hibridos puede seguir diversas rutas:
quimica de sol-gel, como en el caso de las redes metaloorgdnicas; hibridizacion de
bloques de construccién de distinto origen; autoensamblado anfifilico o de polimeros
asociados a polimerizaciones sol-gel [A.42].

Materiales de origen natural

Muchos biomateriales naturales poseen bioactividad intrinsica, tienen la posibilidad de
imitar algunas propiedades nativas de la MEC y suelen ser biodegradables y no téxicos. Se
pueden obtener matrices a base de colageno, hidrogeles naturales, péptidos autoensamblados,
a base de fosfato de calcio o matrices extracelulares descelularizadas.

= Matrices a base de colageno

El coldgeno es la familia de proteinas méas abundante presente en la MEC de tejidos
humanos, donde actia formando redes altamente organizadas para proveer soporte
biomecéanico y estructura. Se han identificado mas de 27 tipos de coladgeno de diferentes
funciones y estructuras, como el colageno tipo I que genera ordenamientos fibrilares de
gran rigidez o el coldgeno tipo IV que forma redes que suelen ser més flexibles [A.42].

El coldgeno tipo I es uno de los mas utilizados por su abundancia, biocompatibilidad y
bioactividad. Al ser una de las proteinas mayoritarias de la MEC, el colageno favorece
la adhesién celular y puede ser remodelado por las células, lo que favorece la inte-
gracién de los implantes. Ademas los materiales a base de coldgeno pueden disenarse
para que dirijan el destino celular de varias maneras, por ejemplo, cargandolos con
factores de crecimiento. Segun la aplicacion que se desee, las matrices de colageno se
sintetizan como laminas, esponjas, pastas inyectables o hidrogeles. El hecho de poder
ser remodelado por las células puede resultar una desventaja ya que las matrices uti-
lizadas in vivo pueden ser degradadas muy rapidamente por las metaloproteinasas de
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matriz secretadas por las células. Esta limitacién puede superarse mediante entrecruza-
do quimico, tratamientos fotoquimicos o generando materiales compuestos de colageno
con polietilenglicol o hidroxiapatita.

Varios coldgenos comerciales han sido aprobados para su uso clinico en regeneracion
de tejidos, como rellenos dérmicos y cubierta de tlceras [A.42].

= Matrices de hidrogeles naturales

Los hidrogeles naturales pueden ser proteinas como el colageno y la gelatina, también
polisacaridos como el quitosano o glicosaminoglicanos y otros derivados de la MEC de
tejidos animales.

Los polisacaridos naturales resultan biomateriales interesantes ya que ademas de te-
ner propiedades biomecédnicas y bioquimicas similares a las de algunos componentes
de la MEC, presentan grupos reactivos que pueden ser utilizados para estrategias de
entrecruzamiento o para conjugacién con componentes bioactivos como péptidos que
estimulen la adhesién o con factores de crecimiento. Dentro de los polisacaridos natu-
rales mas estudiados y utilizados se encuentran el quitosano, el édcido hialorinico, el
condroitin sulfato y el heparan sulfato, cada uno con propiedades y aplicaciones dife-
rentes. Por ejemplo el quitosano tiene propiedades antimicrobianas, tiene propiedades
osteo-inductivas y puede combinarse con fosfato de calcio para generar matrices con
mejores propiedades mecanicas. El acido hialurénico es condro-inductivo, el condroitin
sulfato es antiinflamatorio y el heparan sulfato puede regular la coagulacion. Ademas,
los 3 favorecen la angiogénesis) [A.42].

» Matrices extracelulares descelularizadas

La descelularizacion implica la aplicacién de diversos tratamientos quimicos, mecanicos
y bioldgicos con el fin de extraer los componentes celulares de los tejidos produciendo
la menor cantidad posible de cambios en la composicién y arquitectura de la MEC.
Como las MECs de diferentes tejidos tienen propiedades diferentes, los tratamientos
o procesos deben estar disenados para cada tejido en particular. Asi se ha logrado
descelularizar tejido cardiaco, hepatico, pancreatico, renal, pulmonar y hasta placenta.

El objetivo de la descelularizacion es extraer los componentes antigénicos que podrian
iniciar una respuesta inmune, intentando preservar las propiedades bioquimicas, bio-
mecéanicas y bioffsicas de cada tejido en particular. Sin embargo esto no siempre es
posible ya que mientras las proteinas estructurales grandes como el colageno suelen
conservarse muy bien, los componentes mas solubles como glicosaminoglicanos, fibro-
nectina o laminina se pierden en gran cantidad. La ventaja de las matrices descelu-
larizadas es que los factores de crecimiento, citoquinas y otros mediadores biolégicos
presentes favorecen la adhesion, migracién y regeneracion celular. Ademas son biode-
gradables [A.42].

Matrices a base de fosfato de calcio

Los andamios o matrices a base de fosfato de calcio pueden ser clasificados en fosfatos de
calcio ceramicos o cementos. Estos materiales son diseiados para imitar el componente natu-
ral mineral del hueso. El méas comin de los fosfatos de calcio ceramicos es la hidroxiapatita,
que se produce por varios métodos que suelen tener como 1ltimo paso una sinterizacién a alta
temperatura. Por otro lado, los cementos suelen producirse combinando polvos conteniendo
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cantidades equimolares de trifosfato de calcio y bicalcio fosfato con una solucién acuosa de
cemento para formar una pasta.

Tanto los cementos como los ceramicos son biocompatibles, bioactivos, promueven la
adhesion celular y son osteo-inductivos. Propiedades como la rugosidad o carga de estos ma-
teriales pueden controlar el comportamiento celular. Ademé&s puede controlarse la velocidad
de degradacion, por lo que otorga un mecanismo para la entrega local y selectiva de drogas o
factores de crecimiento. Una de las desventajas de los ceramicos es que se fabrican en bloques
o granulos, por lo que puede ser dificil darles forma, mientras que los cementos pueden ser
moldeados facilmente. Por otro lado los cementos pueden desatar respuestas inflamatorias y
pueden desintegrarse en contacto con fluidos biolégicos [A.42].

Materiales a base de nanotubos de carbono y grafeno

Los nanotubos de carbono (NTCs) y los grafenos, debido a sus importantes propiedades
eléctricas y mecanicas y la posibilidad de ser modificados con distintas moléculas mediante
uniones covalentes y no covalenes, resultan candidatos interesantes para ser usados como
substratos o aditivos en materiales destinados al cultivo celular o la ingenieria de tejidos. Los
NTCs son cilindros nanométricos hechos de carbén, que pueden tener uno, dos o multiples
paredes concéntricas. Los grafenos son hojas monoatémicas de carbonos en configuracion
sp2 con importantes propiedades mecanicas, alta conductividad térmica y electrénica, y
gran estabilidad quimica. Uno de los principales desafios que presentan estos materiales es
la citotoxicidad y citocompatibilidad, que es un tema de amplio debate.

Debido a la elevada conductividad eléctrica de los NTCs y el grafeno, ambos se han utili-
zado para estudiar propiedades de las neuronas y aumentar sus respuestas electrofisiologicas.
Ademas, generando hibridos con otros materiales promueven una diferenciacién osteogénica
de las células madre y se descubrié que pueden aumentar la adhesién y proliferacion de
osteoblastos y la deposicién de fosfato de calcio. La implementacién de NTCs y grafeno en
otros tejidos o tipos de células como epiteliales, cardiacas o de cartilago también estd siendo
estudiada [A.42].

Se pueden fabricar matrices para el cultivo y regeneracién celular a base de muchos otros
tipos de materiales aparte de los descriptos, como los cldsicos implantes metélicos [A.100],
polimeros conductores, materiales nanofibrosos o magnéticos [A.42].

A.3.1. Técnica de ensamblado capa por capa

La técnica de ensamblado capa por capa (CpC) es una metodologia simple, efecti-
va, flexible, relativamente econémica y versatil que permite la modificacion de superficies y
la creacién de ensamblados moleculares con estructuras altamente controladas [A.99]. Esta
técnica no necesita equipamento sofisticado, ni una estequeometria precisa, ni reacciones
quimicas complejas. El ensamblado se basa en la adsorciéon secuencial de moléculas multiva-
lentes complementarias que mediante distintos tipos de interacciones actiian como bloques
de construccion para la fabricacién de multicapas. La técnica de CpC puede realizarse practi-
camente sobre cualquier superficie por simple inmersion en las soluciones de los bloques de
construccion, por rotacién en un disco rotatorio o utilizando un atomizador [A.101].

El ensamblado puede realizarse sobre superficies 2D o sobre moldes mas complejos como
matrices 3D, particulas esféricas, fibras, tubos o incluso sobre virus o células animales (Figura
A.12a). Esto permite generar diversas estructras como simples multicapas 2D, estructuras
con gradientes en sus propiedades fisicoquimicas, membranas autéonomas, superficies con
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Figura A.12: Esquema que muestra la versatilidad de la técnica de capa por capa, adaptado
de [A.99]. a) Substratos para el ensamblado. b) Estructuras que pueden generarse. c) Posibles
interacciones intermoleculares entre los bloques de construccion (d).

“patterns”, capsulas vacias y hasta tejidos 3D (Figura A.12b). Las interacciones electrostati-
cas entre policationes y polianiones suelen ser las més utilizadas, dando lugar a multicapas
de polielectrolitos (MPEs). Sin embargo, el ensamblado de multicapas puede depender
de otros tipos de interacciones intermoleculares, como interacciones hidrofébicas, puentes de
hidrégeno, uniones covalentes o interacciones biol6gicas especificas (Figura A.12¢) [A.102].
Ya que el ensamblado no depende exclusivamente de las interacciones electrostaticas, las
multicapas pueden generarse utilizando diversos bloques de construccion. Polimeros lineales
o ramificados, moléculas de ADN, nanoparticulas, proteinas, antibioticos, membranas celu-
lares o nanotubos de carbono pueden utilizarse para disenar y fabricar una enorme variedad
de estructuras distintas (Figura A.12d) [A.99].

La gran versatilidad de la técnica de CpC se debe a que permite el control preciso
en la nano/micro escala de las propiedades de las peliculas ajustando los paramétros del
ensamblado como: naturaleza de los bloques de construccion, su peso molecular y niimero de
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grupos funcionales; tiempo de adsorcion y lavado; pH, fuerza iénica y polaridad del medio;
temperatura a que la se realiza el ensamblado; secado, agitacion o hasta la velocidad de
inmersion. Las caracteristicas de la pelicula obtenida también dependen de las propiedades de
la superficie sobre la que se ensambla, como la rugosidad o la densidad de carga. Finalmente,
las propiedades de las multicapas pueden ajustarse luego del ensamblado, por ejemplo, a
través de entrecruzamientos quimicos, fisicos o iénicos [A.99]. Todas estas caracteristicas
vuelven a la técnica de CpC en general y a las multicapas de polielectrolitos en particular
muy atractivas para el diseno y desarrollo de biomateriales con aplicaciones biomédicas.
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Materiales y métodos

B.1. Cultivo celular

En este apartado se describiran brevemente las lineas celulares empleadas, los medios y
condiciones de cultivo, los métodos utilizados para obtener colonias de distintas geometrias,
los ensayos de proliferacién celular y las tinciones.

B.1.1. Lineas celulares utilizadas

Hela

Las células HeLa provienen de un adenocarcinoma de cervix de homo sapiens. Son células
adherentes de morfologia epitelial, relativamente sencillas de cultivar en medios convenciona-
les. Fue la primer linea celular humana establecida y son las mas populares [B.1]. Al poseer
el ADN del papillomavirus humano entra en la nivel de bioseguridad 2.

A549

Las células Ab549 provienen de un carcinoma de pulmén humano. Son células epiteliales

adherentes. Entran en el nivel de bioseguridad 1.

C2C12

Las células C2C12 provienen de tejido muscular de ratén sano (Mus musculus). Son
mioblastos adherentes con la capacidad de diferenciarse a miocitos. Entran en la clasificaciéon
de bioseguridad 1.

BHK

Las células BHK son fibroblastos adherentes provenientes de rinién de hamster sano (Me-
socricetus auratus). Entran en la categoria de bioseguridad 1.

Vero

Las células Vero provienen del rinén de un mono verde africano ( Cercopithecus aethiops)
sano. Son células adherentes de morfologia epitelial. Entran en la clasificacion de bioseguridad
1.

MC3T3

Las células MC3T3 provienen de hueso de ratén (Mus musculus). Son preosteoblastos
adherentes de morfologia fibroblédstica que tienen la capacidad de diferenciarse a osteoblastos.
Para los experimentos se utilizé la sublinea MC3T3-E1. Son de nivel de seguridad 1.
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B.1.2. Medios y condiciones de cultivo

El trabajo con cultivos celulares implica poder controlar qué células crecen en los ex-
perimentos y qué células no. Por este motivo es necesario contar con técnicas de trabajo
asépticas, con material (pipetas, “tips”, tubos, frascos, medios de cultivo, etc) estéril y con
ciertos elementos que preserven las muestras de la contaminacién. La manipulacion de las
células siempre se hace dentro de una cabina de flujo laminar. Esta cabina emplea motores
para forzar el paso de aire a través de un filtro HEPA de modo de proporcionar aire limpio en
la zona de trabajo. Las estufas donde se incuban las células, ademés de generar las condicio-
nes de temperatura y atmosfera adecuadas para el crecimiento, también utilizan estos filtros
HEPA para evitar la contaminacién de las muestras que contienen. Todo el equipamento del
laboratorio de cultivo celular se limpia y desinfecta periédicamente.

Las células se conservaron en un termo de Ny liquido a -196 °C en criotubos conteniendo
medio de cultivo con 10 % de glicerina o dimetilsulféxido (DMSO, Sigma 4723301) estéril. Se
descongelaron en bafio de agua a 37 °C y se colocaron en botellas de 25 cm? (Greiner) con
medio de cultivo suplementado. Todas las lineas celulares utilizadas se cultivaron en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Gibco) suplementado con 10 % de Suero Fetal
Bovino (SFB, marca Gibco o, eventualmente, Natocor), 2 g L™! de bicarbonato y 1% de
antibidticos (Antibidtico-Antimicético, Gibeo), a excepcion de las células MC3T3-E1 que se
cultivaron en a-Minimum Essential Medium (a-MEM, Gibco) suplementado. Las células se
incubaron en estufa de cultivo en condiciones estdndar: 37 °C y una atmésfera de 5% de
COy v 97% de humedad. Con el fin de mantener las condiciones de cultivo constante, la
mitad del medio de cultivo de las botellas o capsulas fue reemplazado por medio de cultivo
nuevo cada 2 dias.

Cuando los cultivos alcanzaron el 70-80 % de confluencia se repicaron. Este proceso con-
siste en levantar las células de la monocapa y transferir un 15-20 % de las células a una nueva
botella, de manera de tener siempre el cultivo en fase exponencial. Las células se separaron
de la superficie utilizando tripsina, una enzima proteolitica capaz de degradar las proteinas
que unen a las células con el substrato y entre si. Para que las proteinas del SFB no inter-
fieran con la digestion enzimatica, se retira el medio de cultivo de la botella y las células
se lavan 2 veces con buffer PBS (NaCl 138 mM, KCI 3 mM, Na,HPO, 8,1 mM, KH,PO,
1.5 mM), una solucién de pH y fuerza idnica fisiolégicos. Las células se mantuvieron 10-15
repiques o pasajes luego de ser descongeladas, para evitar las modificaciones genéticas que
pudieran afectar los resultados. Luego se descongelé un nuevo vial. La viabilidad celular fue
evaluada rutinariamente utilizando el método de exclusiéon de azul tripan.

B.1.3. Obtencion de colonias

La migracién celular y la expansion de los frentes de crecimiento de las colonias se estudio
en geometrias quasi-circulares y quasi-lineales.

Obtencién de colonias circulares

Las colonias con geometria quasi circular (CQR) se obtuvieron sembrando 1000-2000
células en una capsula de Petri de 30 mm de didmetro (Figura B.1a-c). Se dejo a las células
adherir y crecer durante 4-5 dias, formando colonias con distintos ntimeros de células.

También se obtuvieron colonias con geometria quasi circular, pero con mayor nimero de
células dejando crecer las CQRs hasta que se formé un nicleo 3D de 250-300 pm de radio.
Luego, el cimulo de células se removié cuidadosamente con una micropipeta y se lo transfirié
a otra capsula de petri con medio de cultivo nuevo (Figura B.1d-e). De este modo, a partir
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Figura B.1: Esquema de la obtencion de colonias quasi-circulares con bajo (CQRs) y elevado
nimero de células (CQR-Cs). Se realiza una siembra diluida en una cdpsula de petri (a,
b), y se deja incubar 4-5 dias hasta la obtencion de pequenas colonias (c). Estas colonias
pueden incubarse mds tiempo hasta que se forme un nicleo 3D en su interior (d) que puede
ser transferido a una nueva cdpsula de petri para obtener las CQR-Cs (e). Las regiones
aumentadas en (c) y (e) muestran una CQR y CQR-C respectivamente.

de la resiembra de cimulos se obtuvieron colonias quasi circulares con un elevado nimero
de células (CQR-Cs), N > 1000 células.

Obtencién de colonias lineales

Para la preparacién de colonias con frente lineal de crecimiento (CQL) se realiz6 una
siembra de células en una cépsula de Petri enmascarada con cinta de Teflon®) (Figura B.2).
El procedimiento de enmascaramiento consistié en colocar en la regién central de la capsula
y de forma paralela dos cintas de Teflon de 1,1 cm de ancho y 100 pum de espesor separadas
4-5 mm. Luego del enmascaramiento, la capsula y las cintas se esterilizaron en UV durante
1 hora y posteriormente se sembraron 120000-150000 células. El Teflon es inerte y no afecta
al comportamiento de las células. Constituye una barrera fisica que impide que las células
se adhieran al fondo de la capsula de Petri, de manera que las cintas asi colocadas delimitan
una regién mas o menos rectangular donde las células se pueden adherir y crecer. Una vez
alcanzada la confluencia del cultivo en la regién libre, se retiré la méscara de Teflon para
obtener dos frentes con geometria lineal que avanzan en sentidos opuestos.
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Figura B.2: Esquema de la obtencidn de colonias con geometria quasi-lineal (CQLs). Sobre

la capsula de petri (a) se colocan dos cintas de Teflon en forma paralela (b). Luego la capsula

y cintas se esterilizan por luz UV (c) y se realiza una siembra concentrada de células (d).

A continuacion se incuban las células hasta que estén confluentes (e) y se retiran las cintas

de Teflon con una pinza estéril (f). Las regiones aumentadas muestran el cultivo confluente
antes y después de retirada la cinta el Teflon.
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B.1.4. Observacion de las colonias, seguimiento de su crecimiento
y propagacion

Seguimiento ex situ de las colonias

El seguimiento del crecimiento de las colonias se realizé tomando fotografias usando una
camara Nikon DS-Fi acoplada a un microscopio invertido de contraste de fases Nikon T'S100,
con un objetivo de 10x ADL de campo plano CFI. La resoluciéon de las imagenes fue de 1
pm = 2,1 pixeles. Debido a que el campo del objetivo del microscopio es mas pequeno que el
tamano de las colonias, se debieron tomar varias fotografias que luego fueron compaginadas
para obtener la imagen completa de la colonia. El nimero de fotos necesarias para obtener
una imagen completa de las colonias de frente lineal oscil6 entre 10 y 50, y para las colonias
circulares entre 1 y 30.

Las CQRs comienzan a seguirse a un ¢ = t3, momento en que alcanzan el nimero de
células deseado. Por otro lado, el momento en que se resiembra el cimulo en el caso de las
CQR-Cs o que se retira la mascara de Teflon en el caso de las CQLs constituye tg. En estos
tipos de colonia el seguimiento comienza 20-24 horas después de ty para evitar la influencia
del confinamiento. Cada colonia fue seguida en el tiempo hasta que entré en contacto con
otra colonia vecina, hecho que ocurria luego de 3 a 15 dias, dependiendo del experimento.
Se tomaron imagenes en intervalos de 4 — 24 horas durante 2 — 15 dias, dependiendo del
experimento y de la velocidad de crecimiento de los frentes.

Seguimiento in situ de las colonias

Como se explico previamente, el seguimiento de las colonias se realizé tomando imagenes
en la escala de las horas. El estudio de la movilidad celular, en cambio, requiere tomar
iméagenes en la escala de los minutos, haciendo poco practico sacar el cultivo de la estufa
con tanta frecuencia e intentar ubicar la misma posicion de la capsula para fotografiar. Para
poder estudiar la movilidad celular fue necesario disenar un sistema de seguimiento in situ,
en el que las células puedan crecer en las condiciones de temperatura y atmosfera adecuadas,
es decir, 37°C de temperatura, pH 7,4 y condiciones ascépticas, y que a la vez automatice la
adquisicion de imagenes.

El sistema consiste en una cabina térmica, un sistema de observacién y adquisicién de
imagenes (Figura B.3) y un sistema de gasificacién para el control del pH del medio de
cultivo.

Cabina térmica y adquisicion de imdgenes: para lograr un buen control de la temperatura
se debe lograr una buena aislacion térmica del sistema con el entorno. Con este fin, el
microscopio se colocé dentro de una caja de acrilico, un material relativamente sencillo de
limpiar (necesario para tener un ambiente ascéptico), que a su vez fue colocada dentro de
una cabina de Polifan®) lo suficientemente grande para dejar una camara de aire entre la
caja y la cabina. Sobre el microscopio se colocé una plancha de aluminio que hace de base
para una resistencia y que ayuda a distribuir el calor que esta genera a través de un sistema
de ventiladores y tabiques para evitar movimientos bruscos de la atmésfera gaseosa. La
resistencia es controlada por un termostato electronico Novus N321 que fue seteado a 37°C
y tiene una sensibilidad de 0.1 °C. El sensor del termostato, un termistor NTC, fue colocado
sobre la platina del microscopio, cerca del lugar donde se ubican las muestras.

Las imagenes son obtenidas a partir de una camara solidaria al microscopio que esta co-
nectada via un cable USB a una unidad controladora que se conecta a una computadora. Por
medio de un programa realizado en el laboratorio se controla el software provisto por Nikon
para que realice las tomas de las fotos en los intervalo de tiempo At deseados, usualmente
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en el rango 5 < At < 45 min. Un temporizador (Digital Twin Timer, SESTOS) se utiliz6
para controlar la alimentacion del microscopio, con el fin de que la lampara del mismo esté
solo encendida al momento de tomar la imagen. La iluminacién constante puede danar a las
células y producir un aumento de la temperatura de la cabina.

Control del pH: La mayor parte de los medios de cultivo de células animales mantienen
el pH en valores fisiolégicos utilizando un buffer de carbonato/bicarbonato, necesitando una
atmosfera de 5% de diéxido de carbono para funcionar. Las estufas de cultivo convencio-
nales logran esta atmoésfera inyectando diéxido de carbono desde un tubo y regulando esta
inyeccién a través de un sensor. En el sistema in situ disenado, el pH fue controlado de tres
maneras.

[. Se emple6 medio de cultivo convencional con buffer de bicarbonato. La capsula con las
células se colocd en un recipiente con cierre hermético, que se colocé en la estufa de
cultivo durante 3 - 4 horas para saturar su atmosfera en didxido de carbono antes de
cerrarlo. Como el metabolismo de las células no produce ni consume diéxido de carbono
en grandes cantidades, un recipiente cerrado de este modo puede mantener la atmosfera
de diéxido de carbono varios dias.

II. La segunda alternativa fue usar un medio de cultivo diéxido de carbono independiente,
como el RPMI COs-Independent Medium (Gibco, Invitrogen Corp.), compatible con
la mayoria de las lineas celulares utilizadas.

III. Inyeccion de una mezcla gaseosa de diéxido de carbono al 5% en aire, a través de llaves
de entrada con humidificacion, esterilizacion y trampas de salida.

Eventualmente se utilizo el sistema de seguimiento comercial Cell Observer de Zeiss.

B.1.5. Ensayo de proliferacion de reduccion de metil tiazol tetra-
zolio

La proliferacién celular sobre distintas superficies se cuantifico mediante ensayos de re-
duccién metabélica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT; Sig-
ma Mb5655). Para esto, las peliculas se fabricaron sobre cubreobjetos circulares de vidrio de
14 mm de diametro, se colocaron en una placa de 24 pocillos y esterilizaron con UV durante
1 hora en el flujo laminar. Posteriormente, se sembraron 2.5 x 10* células contenidas en 1 mL
de medio de cultivo en cada uno de los pocillos y se incubaron a 37 °C, 5% CO5 y 97 % de
humedad. Luego de 24, 48 y 72 horas de incubacion, se agregaron 80 pL de soluciéon de MTT
(5 mg mL~! en PBS 10 mM) a cada pocillo e incubaron durante 3 horas a 37 °C. Pasado ese
tiempo el medio de cultivo se removié completamente y los productos de formazan fueron
solubilizados agregando 600 uL de dimetil sulféxido (DMSO; Sigma 4723301) a cada pocillo.
Se midié la absorbancia a 550 nm en un lector de placas (Genios pro) y la viabilidad fue
expresada como numero de células. Cada ensayo se realizd por triplicado y se determinaron
la media y el error estandar para cada condicién.

B.1.6. Tinciones

Para estudiar la adhesién celular se llevd a cabo la tincion fluorescente de la vinculi-
na, actina y el nicleo, utilizando el “Actin Cytoskeleton and Focal Adhesion Staining Kit
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Figura B.3: Esquema del sistema de sequimiento in situ desarrollado en el laboratorio.
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(FAK100, Millipore)”, solucién de montaje anti-blanqueante (Millipore) y anticuerpo IgG-
FITC anti-ratén (F0257, Sigma-Aldrich). La tincién se realizé siguiendo el protocolo indicado
por el fabricante en el “Actin Cytoskeleton and Focal Adhesion Staining Kit user manual”.

Las células cultivadas sobre cubreobjetos se lavaron con una solucién al 0.05 % de Tween-
20 (P9416, Sigma) en PBS y se fijaron con paraformaldeido al 4 %. Luego se lavaron con
PBS y permeabilizaron con una solucién al 0.1 % de Triton X-100 (T8787, Sigma) en PBS
durante 5 minutos. Después de un nuevo lavado, se aplicé solucién de bloqueo, 1% BSA en
PBS durante 30 minutos. Luego, se agregd el anticuerpo antivinculina diluido en solucién
de bloqueo y se incubd durante 1 hora, seguido de un lavado con PBS. A continuacién, el
anticuerpo [gG-FITC anti-ratén diluido en PBS se agregd a las muestras e incubd durante 1
hora. Para una doble tincion, la faloidina conjugada con TRITC se incubd simultaneamente
con el anticuerpo secundario IgG-FITC anti-ratén. Después del lavado, la contratincién del
ntcleo se realizé con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) durante 5 minutos. Las muestras lava-
das en PBS se montaron en un portaobjetos utilizando soluciéon de montaje anti-blanqueante.
Las células asi tenidas se observaron utilizando un Microscopio Confocal de Barrido Laser
(Carl-Zeiss LSM 10 META) o un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX 50).

La proliferacion celular se estudié utilizando el antigeno nuclear de poliferacion celular Ki-
67 (Dako). La inmunocitoquimica se realizé utilizando el método estandar de estreptavidina-
biotina-peroxidasa utilizando el Dako Universal LSAB 2 kit/HRP.

B.1.7. Cultivo de bacterias

Se realizaron ensayos de adhesion bacteriana en algunos materiales utilizando las cepas
bacterianas FE. coli, una enterobacteria Gram negativa, y S. aureus, una bacteria Gram
positiva. Las bacterias se cultivaron en caldo Luria utilizando un incubador a 37 °C con
agitacion constante a 200 rpm.

Los ensayos de adhesién consistieron en colocar las superficies a estudiar dentro de capsu-
las de Petri de 35 mm de didmetro y agregar 2 mL de una suspensién de bacterias con 4 x 107
unidades formadoras de colonias (UFC) mL™'. Luego de incubar 2 horas a 37 °C sin agita-
cién, las superficies de lavaron suavemente con PBS para remover las bacterias no adheridas
y el nimero de aquellas que quedaron adheridas se evalué mediante dos procedimientos:

I) Observacién directa en un microscopio con aumento de 200X luego de una tincién con
DAPI.

IT) Removiendo las bacterias adheridas por inmersién de las superficies en tubos conte-
niendo 3 mL de PBS y sonicando durante 10 minutos. Luego, el nimero de UFC presente
en la suspensiéon se determind sembrando 100 ul. de diferentes diluciones en placas de Pe-
tri con agar Luria y contando las UFC en la concentraciéon adecuada luego de 24 horas de
incubacion. En otro conjunto de experimentos, la concentraciéon de bacterias fue estimada
midiendo la dispersién de luz a 600 nm en un espectrémetro Jasco UV-visible.

Para cada condicién se realizaron 3 experimentos independientes, y se determinaron la
media y el error estandar.
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B.2. Modificaciones del medio de cultivo y superficies

B.2.1. Modificaciones del medio de cultivo: modificacion de la
reologia y agregado de agentes solubles con bioactividad

Modificacién de la reologia del medio de crecimiento

La reologia del medio de crecimiento se modificé agregando distintas concentraciones de
metilcelulosa (MC) al medio de cultivo. Para obtener estos medios modificados, ya sea soles
o geles, al medio RPMI 2X conteniendo 20 % de SFB se le agregd solucién acuosa 5% de
MC (Sigma Aldrich, peso molecular aproximado 14000, nimero de catdlogo M7027) con una
viscosidad dinamica de 250 cP y la cantidad adecuada de agua. El medio sin agregado de MC
tiene una viscosidad dinamica de 1 ¢P, los soles con 0.5 % y 1.0 % de MC tienen viscosidades
de 2.0 y 4.6 cP respectivamente y el medio gelificado con 2.5 % de MC tiene una viscosidad
de 22.6 cP.

Modificacién del medio de crecimiento mediante agentes solubles con bioactivi-
dad

Al medio RPMI suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino (SFB), 2 ¢ L™! de bicarbo-
nato y antibioticos se le agregaron distintas cantidades de Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF, Life Technologies) con el fin de obtener concentraciones en el rango de 0 — 50 ng mL™.

B.2.2. Modificacion de superficies: substratos microestructurados
y multicapas de polielectrolitos

Fabricacién de substratos microestructurados

Se fabricaron substratos microestructurados de 20 x 20 mm? (méscaras) sobre una oblea
de silicio utilizando litografia-UV y grabado iénico reactivo con una combinacién de SFg y
C,Fg. Cada méscara contiene microranuras con 5 perfodos de 20 x 4 mm? (Figura B.4a): g1
= 88 periodos mm™! (es decir, periodos de 11,3 micras), g2 = 100 periodos mm~! (periodos
de 10 micras), g3 = 150 periodos mm™! (perfodos de 6,6 micras), g4 = 191 perfodos mm !
(perfodos de 5,2 micras) y gb = 296 periodos mm~' (perfodos de 3,3 micras) [B.2]. La
profundidad de los valles es en todos los casos de 420 nm.

Las mascaras de silicio fueron usadas como moldes para la produccion de substratos de
poliestireno para el cultivo celular (Figuras B.4b-h y B.5). Se preparé una solucién de moldeo
disolviendo 2 g de poliestireno de una cépsula de petri (Greiner) en 12 ml de cloroformo y
dejando en agitaciéon durante la noche [B.3]. Luego, los moldes de silicio se colocaron en una
capsula de petri de vidrio y se cubrieron con 700 pl de esta solucién. Se dejé evaporar el
cloroformo durante la noche y al otro dia el molde y la réplica se separaron con una pinza
luego de enfriarlos en el freezer a -80 °C por unos 45 segundos.

Para promover la adhesién celular, las réplicas de poliestireno se trataron con acido
sulfirico durante 15 minutos [B.4]. Posteriormente, se lavaron en solucién de PBS, luego con
abundante agua bidestilada y finalmente se dejaron secar. Una vez secas, se pegaron a las
capsulas de petri utilizando pequenas cantidades de la solucién de moldeo. Antes de sembrar
las células, las capsulas fueron esterilizadas con luz UV durante 1 hora en la cabina de flujo
laminar.

Los frentes lineales con distintos grados de inclinacion respecto a la orientacién de las
microranuras se obtuvieron colocando una cinta de Teflon de la manera indicada en la seccién
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Figura B.4: (a) Caracterizacion de las microranuras mediante microscopia electronica de
barrido (SEM) y microscopia de fuerza atémica (AFM). (b-h) Esquema de la obtencion de
réplicas de poliestireno a partir de las madscaras de silicio. La solucion de moldeo se coloca
sobre las mdscaras (b) y se deja evaporar el solvente durante la noche (c). La réplica de
poliestireno se separa del molde colocdndola en el freezer (d). Posteriormente, la superficie
se trata con dcido sulfirico para favorecer la adhesion celular (e) y lavada 3 veces en solucion
de PBS (f) y 8 veces en agua (g). Finalmente, las regiones de 20 z 4 mm? con microranuras
de distintos periodos se recortan para su colocacion en cdpsulas de petri (h).
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Figura B.5: Esquema de la obtencion de frentes lineales con distintos grados de inclinacion
respecto a las microranuras. La pelicula de poliestireno conteniendo las microranuras se re-
corta y se pega al fondo de la capsula de Petri utilizando solucion de moldeo (a). A continua-
cion, se colocan dos cintas de Teflon paralelas de manera de fomar el dngulo de inclinacion
deseado respecto a las microranuras (b). La cdpsula de petri, la pelicula de poliestireno con
las microranuras y las cintas de Teflon se esterilizan con luz UV (c¢) y luego se siembran
las células (d). Los cultivos se incuban hasta alcanzar confluencia (e) y en ese momento se
retira la mdscara de Teflon (g). En la figura se incluyen regiones de alta magnificacion y se
indica el dngulo formado entre una recta normal a la interfase y las microranuras.
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Figura B.6: Estructuras quimicas de los policationes utilizados.

B.1.3 con diferentes angulos respecto a las microranuras.

Ensamblado de multicapas de polielectrolitos

Se utilizaron los siguientes polielectrolitos: poli-L-lisina (PLL; PM ~ 70-150 kDa, P4707),
poliestireno sulfonato sédico (PSS; PM promedio ~ 70 kDa, 243051), hidrocloruro de po-
lialilamina (PAH; PM promedio = 58 kDa, 283223), polietilenimina ramificada (PEL; PM
promedio =~ 25 kDa por LS, PM promedio ~ 10 kDa por GPC, 408727), cloruro de poli-
dialildimetilamonio (PDADMAC; PM promedio =~ 200-350 kDa, 409022), acido poliacrilico
(PAA; PM promedio ~ 100 kDa, 523925), dextran sulfato sédico de Leuconostoc spp. (Dex;
PM promedio ~ 9-20 kDa, D6924) comprados de Sigma-Aldrich y alginato sédico (Alg;
Cat. No. 17777-0050), quitosano (Chi; PM ~ 100-300 kDa, Cat. No. 349051000), y acido
hialurénico (HA; PM =~ 1500-2200 kDa, Cat. No. 251770010) adquiridos de Acros Orga-
nics. Las estructuras quimicas de los policationes y polianiones utilizados se muestran en las
figuras B.6 y B.7, respectivamente.

Las soluciones de polielectrolito se prepararon con una concentracién de 1 mg mL~! en
un buffer HEPES 10 mM y NaCl 150 mM, pH= 7.4 (con excepcién de la solucién de Chi,
y ocasionalmente la de HA, que fueron preparadas en un buffer Acetato/Acético 10 mM
y NaCl 150 mM, y ajustadas a pH = 5.0) y filtradas a través de un filtro de 0.45 pm. Se
seleccionaron estas condiciones de ensamblado para favorecer la estabilidad de las MPEs en
condiciones fisiologicas.

El ensamblado de las multicapas de polielectrolitos (MPEs) se realizé por la técnica
de CpC empleando substratos de tamano adecuado. Para el cultivo celular se utilizaron
cubreobjetos de vidrio de 24 x 24 mm?. Los substratos se limpiaron por inmersién en solucién
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Figura B.8: Esquema del ensamblado de las multicapas de polielectrolitos mediante la técni-

ca de capa por capa. Los vidrios limpios se sumergen en la solucion de polication durante 15

min, luego se lavan 3 veces con agua y se sumergen durante 15 minutos en la solucion de

polianion para depositar la sequnda capa. A continuacion la superficie se lava nuevamente y

se sumerge en la solucion del polication. El proceso se repite hasta depositar el niumero de
capas deseadas.

acuosa 10 mM de dodecilsulfato sédico (SDS) durante 3 horas, enjuagados con agua destilada
y sumergidos posteriormente en solucion acuosa de HC1 0.1 M durante toda la noche y lavados
con abundante agua [B.5].

El ensamblado de los policationes y polianiones se realizé por inmersion manual de los
substratoss en las respectivas soluciones, durante 15 min a 24 °C (Figura B.8). Luego de la
deposicion de cada capa, las peliculas se lavaron 3 veces en agua destilada. De este modo se
obtuvieron peliculas de distinto niimero de capas, correspondiendo la primera y tultima capa
siempre a un polication.

Para los ensayos de adhesion celular, las superficies modificadas se colocaron en capsulas
de Petri de 35 mm de didmetro (Greiner) y se esterilizaron por UV durante 1 hora en la
cabina de flujo laminar, un proceso ampliamente utilizado para el que no se ha reportado
que produzca cambios en las propiedades de las MPEs [B.6].

Tratamiento térmico o recocido de las MPEs

Las MPEs fabricadas segin el procedimiento descripto en la seccién anterior (MPEs no
recocidas) se colocaron en capsulas de Petri, esterilizadas por UV durante 1 hora en el flujo
laminar y dejadas en una estufa a 37 °C. En aquellos casos en que se indique, el recocido se
realizé 55 °C o 80 °C durante 72 horas.

En algunos experimentos, mediante un sistema desarrollado en el laboratorio las MPEs
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Figura B.9: Esquema del sistema desarrollado en el laboratorio para generar gradientes de
temperatura.

se trataron con un gradiente de temperatura luego del ensamblado (Figura B.9). El sistema
consiste en dos cajas de acrilico que se conectan mediante mangueras, una a un termostato
y otra a un criostato. De este modo se logra que circule agua a alta temperatura (50 - 70
°C) por una de las cajas y una mezcla de agua/etilenglicol a baja temperatura (-15 °C) por
la otra. Una de las caras de cada caja es una lamina aluminio, a fin de tener una superficie
térmicamente conductora. Sobre ambas superficies de aluminio se coloca una lamina de plata,
en la cual se establece el gradiente térmico. De este modo es posible obtener un gradiente
aproximadamente lineal que va de 50 a 0 °C, sobre el que se coloca el cubreobjetos con las
MPEs.

B.2.3. Caracterizacion de las multicapas de polielectrolitos

La caracterizacion de las superficies fabricadas es fundamental para poder interpretar los
distintos aspectos fenotipicos de las células en funcién de las propiedades del material donde
estas se siembran.

Microbalanza de cristal de cuarzo con monitoreo de disipacién

La microbalanza de cristal de cuarzo con monitoreo de disipacién (QCM-D, por sus siglas
en inglés) es una técnica altamente sensible capaz de detectar diferencias de masa en la escala
de los ng [B.7, B.8]. Su principio de funcionamiento se basa en los cambios que experimenta
la frecuencia de resonancia (Fy) del cristal de cuarzo, un material piezoeléctrico, al cambiar
su masa o la masa depositada sobre su superficie (Figura B.10a-c). El cristal o sensor de
cuarzo suele ser circular y se coloca entre dos electrodos metdlicos (Figura B.10a). Al aplicar
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Figura B.10: Microbalanza de cristal de cuarzo con monitoreo de disipacion. a) Sensor
tipico con electrodos de oro. b) Aplicacion de corriente alterna al cristal de cuarzo. ¢) Cor-
tocircuito de la corriente alterna. d) Esquema de una capa rigida (roja) depositada sobre el
cristal y posterior adsorcion de una capa viscoeldstica (verde). e) y f) oscilaciones del sensor.
Mientras se aplica un voltaje alterno (b), la frecuencia de oscilacion cambia al depositar mdas
masa (e). Al apagar el voltaje alterno (c), la amplitud de la oscilacion disminuye (f). La
tasa de disminucion o Disipacion estd relacionada a la elasticidad o viscosidad de las capas
adsorbidas.

un campo eléctrico oscilante se induce una onda acustica que se propaga a través del cristal y
lo hace oscilar (Figura B.10b). Cuando la frecuencia del voltaje oscilante aplicado es cercana
a la Fy del cristal en particular, se alcanza la condicion de resonancia. Esta suele estar en el
orden de los MHz y depende del espesor del cuarzo, a menor espesor del cristal mayor es Fy.
La Fy tipica de 5 MHz se corresponde con un espesor de ~ 330 um [B.8].

La ecuacién de Sauerbrey establece una relacién lineal entre el cambio de frecuencia (AF)
y la masa adsorbida (Am) sobre el cristal:

Am = QAF (B.1)
n

Donde n es el numero de harménico y C ~ -17.7 Hz ng cm 2 para un cristal de 5 MHz. La
ecuacién de Saurbrey es valida si se cumplen 3 condiciones. Primero, que la masa de material
adsorbida sea pequena en relacion a la masa del cristal de cuarzo; segundo, que el material
adsorbidosea rigido; tercero, que el material adsorbido se distribuya homogéneamente sobre
la superficie del cristal. Muchas veces la pelicula adsorbida no es rigida y es necesario recurrir
a modelos mas complejos para relacionar cuantitativamente el cambio de frecuencia con la
masa depositada.
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Las peliculas “blandas” o viscoelasticas no se acoplan perfectamente con la oscilacién del
cristal y entonces la ecuacién de Sauerbrey estima por defecto la masa de material adsorbida.
Una pelicula “blanda” amortigua la oscilaciéon del sensor de cuarzo. Esta amortiguacion o
disipacién (D) de la energia de oscilacién del sensor revela las propiedades viscoeldsticas de
la pelicula [B.§].

D se define como:

by
D= L, (B.2)

Donde E), es la energia perdida o disipada durante un ciclo de oscilacién y Ej, es la energia
almacenada en el oscilador. La energia de disipacion se mide registrando las oscilaciones del
sensor desde su frecuencia de resonancia hasta el reposo, luego de cortar la corriente alterna
(Figura B.10 c y f).

La QCM-D es una técnica muy valiosa para estudiar en tiempo real ensamblados rea-
lizados con la técnica de capa por capa e interacciones de macromoléculas con superfi-
cies [B.8, B.9].

La deposicion de polielectrolitos se estudié mediante QCM-D utilizando un dispositivo
QCM-D E4 de Q-Sense. Las MPEs fueron ensambladas sobre sensores de cristal de cuarzo
recubiertos con 50 nm de SiO9 (5 MHz, Q-Sense). Las soluciones de polielectrolitos se hicieron
pasar por las camaras de los sensores con la ayuda de una bomba peristaltica durante 10
— 15 minutos hasta la estabilizacion de la frecuencia. Luego de cada paso de deposicién se
realizé un lavado de 10 minutos con buffer HEPES o Acetato/Acético segin corresponda. Los
experimentos se realizaron a 24 °C. Para estudiar la estabilidad en condiciones fisiolégicas
de las MPEs de Chi/HA ensambladas a pH = 5.0 se inyect6 una solucién de buffer HEPES
10 mM y NaCl 150 mM, pH= 7.4 luego del ensamblado.

La QCM-D también se utilizé para estudiar la adsorcién de seroalbimina bovina (BSA;
AT7906, Sigma) y fibronectina proveniente de plasma humano (FN; F1056, Sigma) sobre
las MPEs antes y después del recocido térmico. Para esto se prepararon e inyectaron las
soluciones de proteina en buffer HEPES. La solucién de BSA tuvo una concentracién de 1
mg mL~! y la de FN 0.05 mg mL™.

Microscopia de fuerza atémica

El microscopio de fuerza atémica (AFM) es una herramienta usual en el estudio de la
materia a micro-nano escala y puede utilizarse en distintas condiciones ambientales en aire,
liquidos o incluso vacio [B.10, B.11, B.12]. Un resorte con una constante eldstica conocida
(k,) es comprimido por una fuerza de magnitud F. La compresién Az del resorte es una
medida directa de la F' ejercida, la que en el régimen de deformacién elastica lineal obedece
la ley de Hooke:

F=FkAz (B.3)

El “resorte” utilizado en el AFM es una micropalanca (o “cantilever”) flexible que posee
una rigidez de 0.01 a 50 N m~! (Figura B.11a) [B.12]. Una punta muy afilada (con una
curvatura de unos pocos nanémetros de didmetro) se adjunta a la micropalanca de manera
de poder medir la fuerza de interaccién entre la punta y la muestra a través de la deflexién
de dicha micropalanca. La deteccién precisa de la deflexién de la micropalanca es clave en
un AFM. En general se utilizan métodos de deteccién épticos. Con un sistema de deflexién
de haz de léser es posible medir flexiones de la micropalanca en el rango de 0.1 Angstrom
a unos pocos micrémetros, lo que se corresponde con una sensibilidad en la fuerza de 10713
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Figura B.11: Esquema del principio de funcionamiento del AFM (a) y de sus modos de
trabajo (b-d). Modo contacto (b), modo de contacto intermitente (c), modo de espectroscopia
de fuerzas atomicas y curva fuerza-distancia (d). Adaptado de [B.10)].
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N a 107® N. El rayo laser reflejado es detectado por un diodo de cuatro cuadrantes para
detectar los movimientos de flexion y torsién de la micropalanca. El escaner esta conectado
a un sistema de retroalimentacién y responde con movimientos en los ejes x, vy, z.

Por razones de diseno y construccion, en el AFM la muestra es colocada sobre un piezo-
tubo que se desplaza en relacién a la punta, que permanece fija. Los movimientos en los ejes
x-y corresponden a movimientos a lo largo del area superficial de la muestra. El movimiento
en el eje z responde al sistema de retroalimentacion segin el modo de toma de imagenes que
se esté utilizando:

= En el modo contacto la punta de la sonda se encuentra siempre en contacto con la mues-
tra. En este modo la variable de control es la deflexién de la micropalanca (andlogo
a la compresién o F'), que es mantenida constante por medio del circuito de retroali-
mentacién. Este modo permite generar iméagenes topograficas de alta resolucién de la
superficie estudiada, sin embargo el contacto directo con la muestra puede danarla y
llevar a la obtencién de imégenes distorsionadas (Figura B.11b) [B.12].

= El modo de contacto intermitente o “tapping mode” es utilizado para proteger la
integridad fisica de la punta y de las muestras, sobre todo aquellas que son blandas
como es el caso de las muestras bioldgicas. En este modo la variable de control es
la amplitud y la micropalanca oscila con una frecuencia cercana a la de resonancia a
cierta distancia de la muestra manteniendo la amplitud constante. Al igual que en el
modo contacto, también genera iméagenes topograficas, pero estas suelen ser de menor
resolucion vertical y mayor resolucién lateral (Figura B.11c) [B.11, B.12].

= Ademads de las imagenes topograficas, el AFM puede utilizarse en un modo de espec-
troscopia de fuerzas atémicas para medir fuerzas de interaccion y propiedades fisicas
de las muestras. En este modo, la deflexién de la micropalanca (o la fuerza) se regis-
tra en funcién de la distancia vertical de desplazamiento a medida que la punta se
acerca y aleja de la muestra. De esta manera se obtienen curvas fuerza-distancia (f-d)
que pueden ser analizadas para determinar propiedades mecanicas de la muestra o la
interaccién de moléculas biolégicas (Figura B.11d) [B.10].

La morfologia de las MPEs se obtuvo utilizando un Nanowizard I AFM (JPK, Berlin,
Alemania). Las peliculas de MPEs preparadas sobre cubreobjetos de vidrio de 14 mm de
didmetro se lavaron con agua nanopura y se dejaron secar al aire. Las imégenes se adquirieron
en modo de contacto intermitente (“tapping mode”) con puntas TESP-V2 (Bruker, AFM
probes) con una constante de resorte de 40 N m~! y con una frecuencia de resonancia en el
rango de 280 — 320 kHz.

Medidas de nanoindentacion mediante espectroscopias de fuerzas atémicas

La elasticidad de las peliculas se determiné a partir de experimentos de nanoindentacion
realizados con un Nanowizard IT AFM (JPK, Berlin, Alemania) en los que se obtuvieron
curvas de fuerza-distancia (f-d) en buffer HEPES 10 mM y NaCl 150 mM, pH= 7.4. Las
medidas se realizaron con una punta piramidal DNP-S10A (Bruker, AFM probes). La cons-
tante del resorte del “cantilever” o micropalanca se calibré con el método del ruido térmico,
dando como resultado ~ 0.540 N m~!. Se adquirieron 400 curvas f-d con un “setpoint” de
fuerza de 8 nN sobre un 4rea de muestreo de 10 x 10 um? y se analizaron 5 4reas en distintos
lugares de cada pelicula. Finalmente, los resultados se analizaron usando el programa JPK
SPM Data Processing. El médulo eldstico de Young (E) de cada pelicula se evalué mediante
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el ajuste de las curvas f-d al modelo de Hertz asumiendo un radio de Poisson de 0.40. Los
analisis estadisticos asociados a los valores de E se realizaron con el programa OriginPro 8.0.

Angulo de contacto

La mojabilidad es la capacidad de un liquido de extenderse y dejar una traza sobre
un solido [B.13]. Esta depende de las interacciones intermoleculares entre las moléculas su-
perficiales de ambas sustancias. Las mediciones de angulos de contacto son ttiles para la
caracterizacion de las interacciones entre un liquido y una superficie. Estas medidas son
confiables si la superficie es suave, homogénea y la gota no penetra en ella.

El dngulo de contacto (#) depende de la tensién superficial del liquido y de la energia
libre superficial del substrato [B.13]. El angulo de contacto es aquel entre la interfase soli-
do/liquido y la interfase liquido/vapor (L/V) y cuyo vértice estd donde las tres interfases
se encuentran (Figura B.12a). La ecuacién de Young describe la dependencia de € con las
fuerzas de adhesiéon y cohesion:

Ysv = Vst + Yoy cost (B.4)

Donde vsv, vsz ¥ Yov corresponden a las tensiones interfaciales sélido/vapor, sélido/liqui-
do y liquido/vapor, respectivamente. Para el caso en que el liquido sea agua, una superficie
con un € > 90° se considera hidrofébica y una con un 6 < 90° se considera hidrofilica (Figura
B.12b).

El dngulo de contacto 6 puede medirse depositando una gota del liquido (por ejemplo,
agua) sobre la superficie y haciendo una captura digital de la imagen utilizando un instru-
mento llamado goniémetro.

La mojabilidad de las MPEs se determiné en las muestras secadas al aire con un go-
niémetro DSA 100 (Kruss company) o un Ramé-Hart 200 a temperatura ambiente (20 °C).
Se utilizé para la determinacién el dngulo tangente que se forma en una gota de agua sobre la
superficie de la MPE, cuyo vértice es el punto en que se encuentran las 3 fases. Se utilizé un
volumen de gota constante de 3 uL y una velocidad de goteo de 500 uL min~!. Se realizaron
5 experimentos independientes para cada muestra y los perfiles de las gotas se registraron
y ajustaron utilizando los programas incluidos con los goniémetros (DSA 3 y DROP Image
Advanced 2.2v).

Potencial Zeta

En una solucién idnica, las particulas en suspension que tengan una carga neta estaran
rodeadas por una capa de iones de carga opuesta unida fuertemente a sus superficies (Figura
B.13) [B.14]. Esta capa se denomina capa de Stern. Alrededor se genera una capa difusiva
con iones interactuando mas debilmente. Estas dos capas conforman la llamada doble capa
eléctrica. Cuando una particula se mueve (debido al movimiento Browniano o a la aplicacién
de una fuerza), hay una clara distincién entre el grupo de iones de la capa difusiva que se
mueve con la particula y el grupo de iones que permanecen dispersos en el seno de la solucion.
El potencial eléctrico en este plano de corte se denomina potencial zeta y esta relacionado a
la carga superficial de la particula (Figura B.13).

En las medidas de potencial zeta, un campo eléctrico se aplica sobre la muestra y el
movimiento de las particulas (movilidad electroforética) se mide mediante velocimetria de
laser doppler. Para calcular el potencial zeta (z) se utiliza la ecuacién de Henry [B.14]:

_ 2ezf(ka)
U= 3 (B.5)
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Figura B.12: a) Esquema de la determinacién del dngulo de contacto 0. b) Gotas de agua
depositadas sobre substratos hidrofobicos e hidrofilicos y sus respectivos dngulos de contacto.



MATERIALES Y METODOS 74

Potencial superficial

e 'v‘._._.. ........... _______________________________ Potencial de Stern

© T Potencial zeta

Distancia desde la superficie de la particula

Figura B.13: Esquema de una particula en suspension y los iones que la rodean. El potencial
varia en funcion de la distancia a la superficie de la particula. Adaptado de Wikimedia
Commons.
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Donde U, es la movilidad electroforética, € es la constante dieléctrica, n es la viscosidad
dindmica del medio, f(ka) es la funcién de Henry y xa es una medida del radio de las particu-
las. Las particulas con potencial zeta entre -10 y +10 mV se consideran aproximadamente
neutras, mientras que aquellas con potenciales menores a -30 mV o mayores a +30 mV se
consideran fuertemente aniénicas o catidénicas, respectivamente.

El potencial zeta de coloides recubiertos de MPEs se determiné utilizando un Malvern
Zetasizer. Las medidas fueron realizadas en celdas capilares desechables a 25 °C aplicando
un voltaje de 40 V y se usé un modelo de andlisis monomodal. Las particulas coloidales de
las muestras se diluyeron en buffer HEPES 10 mM y NaCl 150 mM (pH = 7.4) a una con-
centracién final de 0.1 mg mL™! y se realizaron cinco repeticiones para cada determinacién.

Ensamblado de los polielectrolitos sobre coloides: para las medidas de potencial zeta se
ensamblaron las MPE sobre particulas de SiOy (3 pum de didmetro). Las particulas se resus-
pendieron en buffer HEPES 10 mM y NaCl 150 mM de pH= 7.4 (o buffer Acetato/Acético
10 mM y NaCl 150 mM a pH=5.0 para el caso del Chi/HA) de manera de alcanzar una con-
centracién de 1 mg mL~1. A continuacién se centrifugaron, se descartd el sobrenadante y las
particulas se resuspendieron en solucién de policatién 1 mg mL~! e incubaron en ella durante
15 minutos. Seguidamente las particulas se lavaron 3 veces por centrifugacion y resuspension
en el buffer correspondiente, y después los coloides se incubaron durante 15 minutos en la
solucién de polianién 1 mg mL~!. El procedimiento se repitié para la deposicién de cada
capa hasta llegar a un ensamblado de 15 capas.

Dicroismo circular

Algunas moléculas poseen asimetria molecular, es decir, sus imdgenes especulares no son
idénticas. La interaccion de estas moléculas, denominadas quirales, con luz polarizada es
muy especifica y proporciona informacion estructural tanto de moléculas pequenas como de
macromoléculas [B.15].

El dicroismo circular es uno de los tipos de medicion cominmente utilizado para de-
terminar el efecto de la luz polarizada en una molécula quiral (Figura B.14) [B.15]. La luz
polarizada circularmente gira alrededor de la direcciéon de propagaciéon. Si el vector forma
una hélice dextrdgira, es una luz polarizada circularmente a la derecha (Figura B.14c,d). Si
el vector forma una hélice levogira, es una luz polarizada circularmente a la izquierda. Las
moléculas quirales tienen indices de refraccién diferentes para la luz polarizada circularmente
a la derecha y para la luz polarizada circularmente a la izquierda. Es decir que los haces de
luz viajan a diferentes velocidades y son absorbidos en diferentes grados dependiendo de la
direccion en que gira la luz polarizada. Esto significa que los coeficientes de extincion molar
para la luz circularmente polarizada dextrogira y levogira son diferentes, ep # €. Este efecto
se llama DC. La absorbancia diferencial, Ae = ep — e, entre la luz circularmente polarizada
a la derecha y a la izquierda se mide en funcién de la longitud de onda A\ para obtener el
espectro de DC (Figura B.14e).

El DC permite estudiar los cambios conformacionales en la estructura de las macro-
moléculas. Las proteinas en su conformacion nativa tienen espectros de DC caracteristicos y
los cambios en la curva del espectro asi como los cambios de los minimos o maximos proveen
informacion acerca de la conformacién de la proteina [B.15].

El espectro de dicroismo circular (DC) de peliculas secadas al aire se midié6 utilizando un
espectropolarimetro Jasco J-810. Las MPEs se ensamblaron sobre cubreobjetos de cuarzo
de alta calidad (Electron Microscopy Science) y se realizaron medidas antes y después de
distintos tiempos de recocido.

También se utilizaron medidas de DC para detectar cambios estructurales de SAB y FN
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Figura B.14: Esquema de los componentes del campo eléctrico no polarizado (a), luz pola-

rizada linealmente o plana (b). La luz se mueve a lo largo del eje Y. Para la luz polarizada

circularmente (c), la direccion de rotacion puede dirigirse en sentido de las manecillas del

reloj o en direccion contraria. Luz polarizada circularmente, a la izquierda (levdgira) y de-

recha (dextrdgira), propagdndose en el espacio (d). Esquema de DC en el que se mide la
diferencia en absorcion (e). Adaptado de [B.15].
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adsorbidas sobre las muestras. Las soluciones de proteinas en buffer HEPES se incubaron
durante 1 hora sobre peliculas no recocidas y recocidas. Luego, las muestras fueron lavadas
con abundante agua y secadas al aire. Las medidas se realizaron en el rango de 300 a 190
nm y cada espectro se obtuvo por el promedio de 4-16 escaneos. El equipo se calibré con
(IR)(-)10 &cido camforsulfénico y todas las medidas se realizaron a 24 °C.

Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X

La incidencia de un fotéon de energia hv sobre los atomos presentes en la superficie de
una muestra produce, por efecto fotoeléctrico, la emision de fotoelectrones con una energia
de ligadura (Ep) [B.16, B.17]:

Ep=hv—Ex—-W (B.6)

Donde hv es la energia de los fotones, Ex la energia cinética del fotoelectron producido
y W la funcién de trabajo del espectrometro. La energia de ligadura es un parametro que
identifica al electrén de forma especifica, en términos del elemento y del nivel atémico [B.17].

La técnica de XPS permite el andlisis cuantitativo y cualitativo de todos los elementos,
excepto el hidrégeno, mediante la obtencion de espectros de intensidad o cuentas en funcién
de Fg. La posicion de los picos da informacién del elemento. La intensidad o altura de los
picos da informacion de los porcentajes atomicos presentes en la superficie del material.

La Ep de los picos asociados a la emision de fotoelectrones esta muy bien definida y
permite diferenciar &tomos no equivalentes del mismo elemento. Diferencias en el estado de
oxidacion, en las moléculas que rodean al elemento o en la posicion de la red provocan cambios
apreciables (tipicamente de entre 1-3 V) en la Ep llamado corrimientos quimico [B.16].

A diferencia de los haces electronicos, el haz incidente de rayos X no puede focalizarse,
por lo que la resolucién lateral de la técnica de XPS es mala. En general el area de analisis
es de de 1 mm?.

La técnica de XPS necesita un ambiente de ultra alto vacio para evitar choques ineldsticos
de los fotoelectrones, para garantizar el correcto funcionamiento del anodo y los filamentos
de rayos X y para evitar la contaminacién de la muestra. Por otro lado, la fuente de radiacién
debe emitir rayos X de manera de cubrir el rango de todos los elementos, con buena resolucion
e intensidad. La calibracién de las energias de ligadura debe realizarse peridodicamente con
peliculas de metal libres de contaminantes con posiciones de Ep bien definidas [B.16].

La quimica superficial de las MPEs con y sin recocido térmico se determiné por XPS
empleando un espectrometro SPECS SAGE HR 100. La fuente de rayos X empleada fue de
Mg Ka (1253.6 €V) que opera a 12.5 kV y 250 W. La medida se realizé con un angulo entre
radiacién emitida y fotoelectrones emitidos fijado en 90° y a una presién de ~ 10~% Pa. Se
adquirio el espectro detallado para las regiones del C 1s y el N 1s.

Los espectros se analizaron con el programa CasaXPS 2.3 15dev87. El anélisis consistio
en eliminacién de satélites, sustraccién de background o fondo de Shirley, calibracién de las
energias de enlace a través del pico C-C de la linea C 1s (285 eV) y ajuste de los picos con
perfiles de Gauss — Lorentz para determinar los porcentajes atémicos y el estado quimico de
los elementos presentes en la superficie.
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B.3. Procesamiento de imagenes y analisis de datos

B.3.1. Analisis de las caracteristicas morfolégicas de colonias ce-
lulares y de las células individuales

Colonias celulares

Las fotografias parciales de las colonias fueron compaginadas para obtener una imagen
completa de la colonia utilizando el programa Corel X3. Los perfiles de crecimiento de di-
chas colonias se trazaron a mano utilizando el mismo software y una tableta digitalizadora
Wacom. Se consideré como parte del frente de crecimiento a todas las células que estaban
en contacto con la colonia en estudio, ya sea mediante su citoplasma o prolongaciones fi-
lopddicas. Los contornos asi trazados fueron exportados como imagen de mapa de bits para
su procesamiento. Se utiliz6 un programa desarrollado en el laboratorio en lenguaje Fortran
95. El mismo permite calcular los pardmetros asociados con la evolucién de los perfiles de
las colonias: la distancia de cada punto del contorno a la linea de base (colonias con frente
lineal) o al centro de masa (colonias con frente circular), la altura o radio promedio y la
rugosidad del perfil de la colonia.

De los perfiles de las CQLs se calcula la distancia instantanea vertical, desde la linea de
base hasta el i-ésimo punto del frente al tiempo ¢ (h;(t)) (i=1, 2,...n) y la distancia o altura
promedio:

(h) = " hilt)/m (B.7)

Similarmente, para las CQRs se calcula el centro de masa (CM), la distancia instantanea
(R;(t)) desde el centro de masa al i-ésimo punto del frente y el radio promedio de la colonia:

(R) = Ri(t)/n (B.5)

Para ambos tipos de frente se determina la rugosidad como la desviacion cuadratica
media de las alturas:

w(t) = 1 S ha(t) — (PP (B9

Células individuales

Con el objetivo de estudiar la adhesion celular en distintas condiciones, las células sem-
bradas se fotografiaron a distintos tiempos con un microscopio invertido de contraste de
fases Nikon TS100, con un objetivo de 10x ADL de campo plano CFI. La adhesién celular
se evalué determinando el area encerrada por el contorno de las células, determinado ma-
nualmente usando una tableta graficadora Wacom y el programa Image Pro Plus 6.0, Media
Cybernetics Inc.

Otros parametros como la relacién de aspecto (relacién entre el eje mayor y eje menor de
una elipse con area equivalente a la de la célula) y la redondez (cociente entre el cuadrado
del perimetro de la célula y 4 x 7 x drea celular) también se utilizaron para caracterizar la
adhesion. Una relacién de aspecto cercana a 1 corresponde a una célula redondeada (por ej,
célula en duplicacién o despegada de la superficie), valores cercanos a 1.5 son tipicos de células
epiteliales y valores mas altos corresponden a células con una morfologia ahusada como la
observada en los fibroblastos. Por otro lado, una redondez cercana a 1 indica células lisas
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quasi circulares, mientras que valores de redondez mayores pueden indicar una morfologia
ahusada o un citoplasma rugoso con numerosos filopodios.

B.3.2. Analisis de la movilidad celular
Seguimiento de las células y obtencion de las trayectorias celulares

Con las fotografias obtenidas en los experimentos de seguimiento in situ se armaron
secuencias de imagenes utilizando el programa Image Pro Plus 6.0, Media Cybernetics Inc. El
software permite seguir manualmente la trayectoria de células seleccionadas y exportar luego
las coordenadas (P; = p;(t;) = x;(t;), y;(t;), i =1, 2, ... n; Figura B.15). Por simplicidad y
conveniencia se designé a la posicién del nicleo celular como la posiciéon de la célula y sélo
se siguieron las trayectorias de las células ubicadas en una regién del borde de la colonia
equivalente a 3 didmetros celulares. Las trayectorias obtenidas de esta manera tienen menos
de un 10 % de diferencia con trayectorias obtenidas a partir del centroide celular, calculado
a partir del dibujo manual de los contornos celulares. Para el caso de las trayectorias de
las células provenientes de CQRs (Figura B.15a) se determiné la posicion del CM a tq, la
distancia entre el CM y cada célula (r;(¢)) y el dngulo correspondiente (©;(t)).

Las trayectorias obtenidas se usaron para calcular diversos parametros de la movilidad
celular. La velocidad se calcul6 como:

pi(tiv1) — p;(ti)
At
También se evaluaron las componentes de velocidad paralelos (V) vy perpendiculares
(Vper) al frente de la colonia dentro del intervalo 15 < At < 45 min (Figura B.15b). Las
mismas trayectorias se obtuvieron para todos los At, considerando los errores en la determi-
nacion de la posicion del nicleo.
El desplazamiento cuadrético medio (msd) se determiné utilizando la siguiente ecuacion:

V) =

(B.10)

msd = ((x;(to + Atr) — 25(t0))* + (yi(to + Atr) — yi(t0))?) (B.11)

donde tj es el tiempo inicial del intervalo de registro (Atg). Los datos obtenidos para
todos los valores de ty y todas las trayectorias celulares se promediaron siguiendo referencias
bibliograficas [B.18].

La dependencia del msd con Atg puede ser expresada con la ley de potencia:

msd o< Ath, (B.12)

donde el exponente b es 1 para un desplazamiento al azar y 2 para un movimiento
balistico [B.19].

Velocimetria por analisis de imagenes de particulas

La movilidad celular también se estudié mediante velocimetria por analisis de imagenes de
particulas (PIV) [B.20] usando el software PIVlab 1.35 [B.21] de MATLAB (The MathWorks,
Natick, MA). Esta técnica permite obtener a partir de secuencias de imagenes el campo
de velocidades de flujos de manera instantanea y con alta resolucién espacial. La técnica
se basa en el calculo de la correlacién entre ventanas en imagenes sucesivas para deducir
desplazamientos locales. Tiene la ventaja de que permite analizar rapidamente todas las
partes de la colonia, algo impracticable con los seguimientos manuales.
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Y

Frente

Figura B.15: Determinacion de la posicion de las células en una CQR (a) y CQL (b).
La posicion de las células en las CQRs se describio en funcion de la distancia al CM de la
colonia a ty y el dngulo que forman con este (a). Los vectores de velocidad de las células
pueden descomponerse en el componente perpendicular (V e, vector rojo) y el componente
paralelo (V ey, vector azul). El componente perpendicular es aquel que forma un dngulo de
90° con respecto al frente de la colonia a ty (y un dngulo de 0° con respecto a la direccion de
avance del frente). El componente paralelo es aquel que forma un dngulo de 0 ° con respecto
al frente de la colonia a ty (y un dngulo de 90 ° con respecto a la direccion de avance del
frente).
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Los campos de velocidades se determinaron a partir de secuencias de imagenes tomadas
cada At = 15 minutos y analizadas con ventanas de interrogacién de 82 x 82 pixeles con
50 % de superposicién. Para mejorar la calidad de los resultados obtenidos, las imagenes
fueron pre-procesadas mediante ecualizacién adaptativa del histograma con contraste limi-
tado (CLAHE) [B.21]. Finalmente, los vectores obtenidos fueron validados, promediados y
suavizados para su posterior andlisis y presentaciéon como mapas vectoriales.

B.3.3. Analisis cuantitativo de las adhesiones focales

El anélisis de los contactos focales de las imagenes de inmunofluorescencia de vinculina se
realiz6 siguiendo el procedimiento indicado en [B.22]. Las imagenes de inmunofluorescencia
tomadas con aumento de 400X se pasaron a formato de mapa de bits (16 bit de color) y
se procesaron usando el programa de dominio piblico ImageJ (desarrollado por “National
Institute of Health”) y los complementos Log3D y CLAHE. El protocolo consistié en:

1. Sustraccion de fondo utilizando un “sliding paraboloid” con un radio de 35 pixeles.

2. Aumento del contraste de la imagen utilizando el complemento CLAHE con: tamano de
bloque = 19; intervalos de histograma = 256; pendiente maxima = 3.

3. El fondo se minimizé ain més utilizando el filtro exponencial (EXP).
4. Se aplicé el filtro Log3D con parametros de referencia: X = 2; Y = 2.
5. El brillo y el contraste se ajustaron automaticamente.

6. Se corrié el comando “threshold” ajustado en forma automatica. Este comando convierte
una imagen de escala de grises en una imagen binaria, es decir, en blanco y negro.

7. Se ejecuto el comando “analizar particulas” con los parametros: tamano = 50-infinito;
circularidad = 0.00-0.99.

Los resultados obtenidos se procesaron con planillas de célculo y el programa OriginLab
8.0.



Bibliografia

[B.1] E. Callaway. “Most popular human cell in science gets sequenced”. Nature, 2013.
(Citado en pédgina 59.)

[B.2] S. Merino, H. Schift, A. Retolaza & T. Haatainen. “The use of automatic demolding
in nanoimprint lithography processes”. Microelectronic Engineering, 2007. 84(5-8),
958-962. (Citado en pagina 67.)

[B.3] A. S. G. Curtis, J. V. Forrester, C. Mclnnes, F. Lawrie, X. F. Walboomers, H. J. E.
Croes, L. A. Ginsel & J. A. Jansen. “Growth behavior of fibroblasts on microgrooved
polystyrene”. Biomaterials, 1998. 19(20), 1861-1868. (Citado en pégina 67.)

[B.4] A. S. G. Curtis, J. V. Forrester, C. Mclnnes & F. Lawrie. “Adhesion of cells to
polystyrene surfaces”. Journal of Cell Biology, 1983. 97(5 I), 1500-1506. (Citado en
pégina 67.)

[B.5] A. L. Hillberg, C. A. Holmes & M. Tabrizian. “Effect of genipin cross-linking on the
cellular adhesion properties of layer-by-layer assembled polyelectrolyte films.” Bioma-
terials, 2009. 30(27), 4463-70. (Citado en pédginas 72, 181, 190, 232 y 256.)

[B.6] L. Han, Z. Mao, J. Wu, Y. Guo, T. Ren & C. Gao. “Directional cell migration through
cell-cell interaction on polyelectrolyte multilayers with swelling gradients”. Biomate-
rials, 2013. 34(4), 975-984. (Citado en paginas 72, 203 y 211.)

[B.7] M. A. Zalazar, F. A. Guarnieri, M. C. Vol, E. Dvorkin & M. B. Aires. “Anélisis y
evaluacion del comportamiento de sensores piezoeléctricos”. Mecdnica computacional,
2010. (Citado en pagina 73.)

[B.8] M. C. Dixon. “Quartz crystal microbalance with dissipation monitoring: enabling
real-time characterization of biological materials and their interactions.” Journal of
biomolecular techniques, 2008. 19(3), 151-8. (Citado en péaginas 73, 74 y 75.)

[B.9] J. M. Silva, J. R. Garcia, R. L. Reis, A. J. Garcia & J. F. Mano. “Tuning cell adhesive
properties via layer-by-layer assembly of chitosan and alginate”. Acta Biomaterialia,
2017. 51, 279-293. (Citado en pagina 75.)

[B.10] S. Liu & Y. Wang. “Application of AFM in microbiology: a review”. Scanning, 2010.
32(2), 61-73. (Citado en pédginas 75, 76 y 77.)

[B.11] N. Jalili & K. Laxminarayana. “A review of atomic force microscopy imaging systems:
Application to molecular metrology and biological sciences”. Mechatronics, 2004. 14(8),
907-945. (Citado en paginas 75y 77.)

82



BIBLIOGRAFIA 83

[B.12] E. A. Lépez & S. D. Solares. “El microscopio de fuerza atémica: métodos y aplica-
ciones”. Revista de la Universidad del Valle de Guatemala, 2014. 28, 14-23. (Citado
en paginas 75y 77.)

[B.13] R. J. Good. “Contact angle, wetting, and adhesion: a critical review”. Journal of
Adhesion Science and Technology, 1992. 6(12), 1269-1302. (Citado en pégina 78.)

[B.14] J. D. Clogston & A. K. Patri. “Zeta Potential Measurement”. En “Characterization
of Nanoparticles Intended for Drug Delivery”, paginas 63-70. Springer, 2011. (Citado
en pagina 78.)

[B.15] B. Ranjbar & P. Gill. “Circular Dichroism Techniques: Biomolecular and Nanostruc-
tural Analyses- A Review”. Chemical Biology € Drug Design, 2009. 74(2), 101-120.
(Citado en péginas 81 y 82.)

[B.16] C. C. Chusuei & D. Goodman. “X-Ray Photoelectron Spectroscopy”. En “Encyclo-
pedia of Physical Science and Technology”, pédginas 921-938. Elsevier, 2003. (Citado
en pagina 83.)

[B.17] J. F. Watts. “X-ray photoelectron spectroscopy”. Vacuum, 1994. 45(6-7), 653-671.
(Citado en pégina 83.)

[B.18] L. Diambra, L. Cintra, Q. Chen, D. Schubert & L. d. F. Costa. “Cell adhesion pro-
tein decreases cell motion: Statistical characterization of locomotion activity”. Physica
A: Statistical Mechanics and its Applications, 2006. 365(2), 481-490. (Citado en
pégina 85.)

[B.19] L. Li, B. H. Wang, S. Wang, L. Moalim-Nour, K. Mohib, D. Lohnes & L. Wang.
“Individual cell movement, asymmetric colony expansion, rho-associated kinase, and E-

cadherin impact the clonogenicity of human embryonic stem cells.” Biophysical Journal,
2010. 98(11), 2442-51. (Citado en paginas 36 y 85.)

[B.20] L. Petitjean, M. Reffay, E. Grasland-Mongrain, M. Poujade, B. Ladoux, A. Buguin
& P. Silberzan. “Velocity fields in a collectively migrating epithelium.” Biophysical
Journal, 2010. 98(9), 1790-800. (Citado en paginas 85y 161.)

[B.21] W. Thielicke & E. J. Stamhuis. “PIVlab — Towards User-friendly, Affordable and
Accurate Digital Particle Image Velocimetry in MATLAB”. Journal of Open Research
Software, 2014. 2(1), p.e30. (Citado en péaginas 85 y 87.)

[B.22] U. Horzum, B. Ozdil & D. Pesen-Okvur. “Step-by-step quantitative analysis of focal
adhesions”. MethodsX, 2014. 1, 56-59. (Citado en pégina 87.)



Capitulo 1

Fenotipo celular y fenomenologia de
la propagacién de colonias en sistemas
multicelulares de distintas geometrias

1.1. Introduccion

Los sistemas multicelulares pueden estudiarse en distintas escalas de espacio y tiempo
[1.1]. Esto es asi porque el crecimiento global de la colonia tiene lugar en la escala de los
dias y los cientos de pum, la migracién celular tiene lugar en la escala de los minutos y unos
pocos um y las interacciones de las células con el substrato pueden estudiarse en la escala
de los segundos y los nanémetros. Si bien todos estos procesos pueden analizarse de forma
separada, un estudio del sistema en diferentes escalas permitiria describir, modelar y predecir
como los cambios en las caracteristicas microscépicas del sistema (por ejemplo la movilidad
celular) afectaran las caracteristicas macroscopicas del mismo (por ejemplo, la propagacion
del frente de la colonia).

Este capitulo trata sobre la migracién celular en colonias de células HeLa propagédndose
en 2 dimensiones. La migracién celular, que como hemos visto juega un papel importan-
te en muchos procesos fisiopatolégicos, también tiene un rol fundamental en la cinética de
propagacién de las colonias. Las células interactiian con sus vecinas y el entorno, y se mue-
ven cooperativamente generando anisotropias en la propagacién del frente de la colonia. Se
describen diferentes aspectos dinamicos de frentes de CQRs y CQLs bajo condiciones de
entorno constantes. Los mismos individuos que forman la colonia generan heterogeneidades
espacio-temporales que afectan a la movilidad celular y modifican el régimen de propagaciéon
de las colonias. Las heterogeneidades se presentan como efectos que van més alla de la di-
versidad genética y tienen origen en las interacciones fisicas que estimulan distintas senales
bioquimicas que a la vez condicionan a las interacciones que le dan origen.

En este capitulo se describen las trayectorias celulares para CQRs con distintas poblacio-
nes celulares iniciales (V) y CQLs. La velocidad de desplazamiento del frente de crecimiento
sigue un crecimiento exponencial para CQRs con N < 1000 células y un crecimiento a ve-
locidad constante para N mayores. Por otro lado, las CQLs solo presentan el régimen de
crecimiento a velocidad constante. A partir de las trayectorias celulares se analiza la mo-
vilidad de las células individuales y los efectos de “amontonamiento celular”, esto es, el
aumento local de la densidad en distintas escalas espaciales. Las caracteristicas de la movili-
dad celular se correlacionan con los régimenes de propagacion de las colonias. Estos efectos
de “amontonamiento” son mdas importantes en las CQRs con poblaciones grandes (N >
1500 células) y en las CQLs. La cuantificacién del desplazamiento cuadrético medio y los
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desplazamientos laterales, entre otras caracteristicas, indican que las movilidad celular pre-
senta contribuciones de desplazamientos aleatorios y movimientos altamente direccionales,
dependiendo de la distribucion de la densidad celular en la colonia. La contribucion re-
lativa de cada uno depende del nimero de células, de las heterogeneidades locales de la
colonia y de la geometria de crecimiento. Resultan entonces trayectorias celulares sesgadas
que son compatibles con las predicciones del modelo de crecimiento de interfases propuesto
por Kardar-Parisi-Zhang (KPZ), que es de cardcter general y se aplica a cualquier interfase,
sea de origen bioldgico o inorganico. Este modelo de crecimiento que describe el avance del
frente de la colonia, al menos en cierto intervalo de tiempo y tamano, incluye un término no
lineal en la variacién de altura del frente que puede relacionarse con las caracteristicas de
las trayectorias celulares.

1.2. Resultados

1.2.1. Cinética de propagacién de colonias en 2D

Los aspectos dindamicos de la propagacion de las colonias comprenden varias escalas
espacio-temporales, dependiendo de los procesos observados: la cinética de duplicacion celular
y su contribucién al crecimiento de las colonias; la movilidad de cada célula y el desarrollo
de la rugosidad de las colonias.

La constante de duplicacion celular promedio se determiné siguiendo la evolucién de las
CQRs con poblaciones iniciales que cambiaron desde 4 < Ny < 100 a N ~ 1000 células en
apréoximadamente 15 dias (Figura 1.1). La cinética de crecimiento de estas colonias expresada
en términos del niimero de células en funcion del tiempo siguié, durante todo el tiempo en
que fue posible contar el nimero de células, una relaciéon exponencial:

N

Ny

donde < ky >, la constante promedio de primer orden, se relaciona con la inversa del
tiempo de duplicaciéon promedio < 7p >:

= e<kv>t (1.1)

In2
< Tp >

< k>=

(1.2)

A partir de los gréficos de log (N/Np) en funcién de t (Figura 1.2) resulté que < ky > = 4.2
+0.4x 107* min~! y entonces < 7p > = 1660 £ 280 min. El tiempo de duplicacién promedio
de células HeLa en un cultivo disgregado es de aproximadamente 1440 min [1.2, 1.3].

En términos de < R > las CQRs con Ny < 1500 células presentan un régimen de cre-
cimiento exponencial seguido de uno a velocidad promedio de desplazamiento del frente
(< Vg >) constante. La fase exponencial tiene lugar desde t, hasta el tiempo en que la
colonia alcanza un N ~ 1500 células, momento en el que puede observarse la transicién al
régimen de < Vg > constante (Figura 1.1 y 1.3). El tiempo al que ocurre esta transiciéon
depende de Ny y se denomina t.. El < R > de la colonia cuando ocurre la transicién estd en
el rango 300 - 400 pm.

Por otro lado, es importante notar que tanto las CQRs con poblaciones iniciales grandes
(Np > 1500 células) como las CQLs alcanzan inmediatamente el régimen de velocidad cons-
tante con < Vp > = 0.09 £+ 0.05 gm min~!, y mantienen este valor al menos dentro de la
escala temporal de estos experimentos (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Crecimiento de una CQR de células HeLa: a) t = 0 min; b) t = 5612 min; c)

t= 9220 min; d) t = 18130 min. Se incluye una region aumentada del borde de la colonia

c¢). Pueden observarse dominios de células en 3D (puntos gris oscuro o negros) en la region
interior de la colonia d).

1.2.2. Cambios morfolégicos en las colonias

Las colonias en crecimiento mostraron una serie de caracteristicas morfoldgicas que de-
pendieron de N. Las CQRs (4 < N < 500 células) exhibieron inicialmente frentes bidi-
mensionales irregulares que tendieron progresivamente a formas quasi-circulares. Ademas,
el tamano medio y forma de las células permanecié practicamente uniforme y las distancias
célula-célula promedio se mantuvieron significativamente mas grandes que para N grandes
o las CQL.

Por otro lado, para N > 1500 células, a medida que se alcanzaba el regimen de < Vi >
constante ocurrieron cambios en la distribucion de tamanos y morfologia celulares dando
lugar a la aparicién de distintas heterogeneidades. De este modo, las distancias célula-célula
promedio disminuyeron yendo desde el borde exterior al interior de la colonia y se formaron
dominios de pequenas células ordenadas. Numerosos eventos que ocurrieron en la escala de
las células, como la proliferacién o muerte celular, o la formacién de grandes células multi-
nucleadas por fusién o duplicacién del material genético sin citocinesis (Figura 1.4), llevaron
a la aparicién de estas heterogeneidades. Ademas, en la escala de la colonia, se observaron
dominios de células alargadas que cambiaban su distribucién espacial en la colonia, la for-
macion de grupos celulares con caracteristicas morfolégicas definidas y con direccionalidades
preferenciales; otros grupos de células se desprendieron de la colonia temporal o definitiva-
mente, y en las regiones méas internas de la colonia se observé la apariciéon de dominios 3D
(Figura 1.1d). Todos estos eventos se pueden relacionar con los cambios en las caracteristi-
cas de la movilidad celular y en la transicion cinética observada en la propagacion de las
colonias [1.4, 1.5].

1.2.3. Evoluciéon de la densidad celular

Los cambios morfoldgicos descriptos indujeron la formacién de dominios con distintas
densidades celulares. El numero de células por unidad de area p dependié tanto de N como
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Figura 1.2: Fvolucion de N y < R > en funcion del tiempo para CQRs de células HelLa.

Log N y log < R > en funcion del tiempo, a) y b) respectivamente. Log N/Ny y log < R >

/ < Ry > en funcion del tiempo, c) y d) respectivamente. Ny y Ry corresponden al nimero
de células y el radio promedio de la colonia a t = 0 min.
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250 pum

Figura 1.4: Dominios de la colonia con distintas caracteristicas morfologicas debido a di-

versos eventos: a) y b) la muerte celular da lugar a la generacidn de espacios vacios; ¢) y d)

duplicaciones celulares; e) y f) fusion celular; g), h) e i) dominios de células alargadas que
presentan estructuras ordenadas.
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de la geometria de crecimiento de la colonia. Para CQRs con Ny < 100 células, p aumentd
yendo desde el borde de la colonia hacia el centro y este gradiente se hizo mas pequeno al
disminuir < R > o t (Figura 1.5a). Por otra parte, para colonias con N > 1500 células
(Figura 1.5b-c) el gradiente dentro de los 200 — 500 pm medidos desde el borde de la colonia
hacia adentro permanecié constante en el tiempo.

Para las CQLs a ¢ bajos, los perfiles de densidad celular obtenidos a partir de una secciéon
de 2000 pm del frente (Figura 1.5d) fluctuaron alrededor de un valor constante, y tendieron
a tener un gradiente similar a aquel obtenido para CQRs con N > 1500 células. Desde el
inicio de estos experimentos, alrededor de 24 horas después de que se removié la mascara de
Teflon, se obtuvo un perfil practicamente estacionario de densidad celular.

Las restricciones impuestas por la geometria de crecimiento a ¢ cortos se hicieron evidentes
al analizar los perfiles de densidad (Figura 1.5d). Los gradientes de densidad medidos entre
el borde de los frentes y 350 um hacia adentro de estos arrojaron valores de (9 4 1) x 1076
células pm~—2 para las CQRs con 500 < N < 1500 células, un valor mayor que los (2 4 1)
x 107 células pm™2 para las colonias con N > 1500 células y los (4 £+ 1) x 1075 células
pm~—2 para las CQLs. En las colonias con poblaciones celulares grandes (N > 1500 células),
la menor densidad celular en el borde (y por tanto mayor tamano celular) de las CQRs
respecto a las CQLs pone de manifiesto la influencia de la geometria y de la disponibilidad
de espacio libre para la propagacién de las colonias en las morfologias celulares.

1.2.4. Movilidad de las células individuales

Trayectorias y datos de velocidad

Las trayectorias de las células se obtuvieron por seguimiento manual (como se indica
en Materiales y Métodos) en secuencias de imagenes tomadas cada 30 min y permitieron
estudiar las caracteristicas de los movimientos celulares en las CQRs con diferentes valores
de Ny y en las CQLs (Figura 1.6). En las CQRs con poblaciones celulares bajas fue posible
obtener la trayectoria de todas las células que la conformaban. En cambio, en las CQRs con
grandes poblaciones o en las CQLs, sélo pudo seguirse un grupo representativo de células,
sobre todo en el interior de las colonias donde la elevada densidad celular dificultaba el
seguimiento. En estos casos se obtuvieron todas las trayectorias de las células cuyos nticleos
estaban como maximo a 3 didmetros celulares del borde de la colonia.

En las CQRs con poblaciones celulares grandes, las células ubicadas en la capa més ex-
terior de la colonia tuvieron trayectorias més largas y direccionadas que aquellas células en
colonias con valores bajos de N (Figura 1.6a). A su vez, en el borde de las CQLs, tanto las
células “madres” como las células “hijas” resultantes de 85 eventos de duplicacién mostraron
trayectorias tortuosas similares con un desplazamiento neto perpendicular al frente de cre-
cimiento (Figura 1.6 b, ¢ y d). Muchas de las trayectorias mostraron movimientos laterales
significativos, persistieron en su direccién de movimiento durante 300 min y recorrieron 150
pm en ese intervalo de tiempo.

Debido a la imposibilidad de obtener en forma feasciente, de acuerdo a nuestras condicio-
nes experimentales, las trayectorias de todas las células en colonias con poblaciones grandes,
resulta de interés conocer en qué regiones de la colonia la movilidad juega un rol mas impor-
tante. Por este motivo se determiné la velocidad celular individual promedio de las células
ubicadas en dos regiones rectangulares de una CQL (Figura 1.7a-b): la regién I (290 x 450
pm~—2) de alta p y la regién IT (290 x 600 um~2) de baja p. Las trayectorias analizadas se
obtuvieron en un intervalo de 12 h en el que el gradiente de densidad celular permanecié
practicamente constante. Cada regién fue dividida en areas contiguas mas pequenas de 290
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Figura 1.5: Perfiles de densidad desde el interior de la colonia hacia el borde de CQRs con
distintos N y CQLs.
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Figura 1.6: Trayectorias celulares individuales de CQRs a) y CQLs b) identificadas con di-
ferentes colores. Se incluyen las trayectorias de las células “hijas’. La secuencia de imdgenes
utilizadas para obtener las trayectorias tiene un At = 30 min y una duracion de 62 horas
a) o 66 horas b). Los frentes de las colonias a intervalos de 18 horas estdn identificados
con escala de grises. Imagenes iniciales de frentes de CQLs y las trayectorias de las células
seleccionadas para su sequimiento c) y células “hijas” d) sequidas durante 27 horas.
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x 75 pm~? para evaluar las velocidades instantdneas perpendiculares promedio < Ve >y
p local.

El valor de < Ve > en funcién de la distancia desde el borde de la colonia hacia el
centro de las regiones I (Figura 1.7¢) y II (Figura 1.7d) mostr6 que las velocidades celulares
tienden a disminuir yendo desde el borde hacia el interior de la colonia, mientras que la p
tiende a aumentar. A distancias de 225-300 um del borde de la colonia, dependiendo de la
densidad celular, los movimientos celulares se vuelven aleatorios y cortos, aportando poco
al avance del frente. Eso permite enfocar, en el caso de colonias con poblaciones grandes, el
analisis de la movilidad a la regién del borde.

A partir de las trayectorias celulares evaluadas con un At = 30 min para CQRs con
distintos < Ry > y CQLs se construyeron los histogramas de velocidades instantaneas para-
lelas (Vyar) v perpendiculares (Vye) (Figura 1.6). Las células analizadas estaban ubicadas
inicialmente por dentro de una region comprendida entre el borde de la colonia y 250 pum
hacia adentro, por lo que para las colonias pequenas se analizaron todas las células y para las
més grandes solo las de la region del borde. En todos los casos, el méaximo de los histogramas
de Vipar v la media de los datos presentan, a pesar de las fluctuaciones, valores cercanos a
0. Por otro lado, los méximos de los histogramas de Ve, v los valores promedios aumentan,
yendo desde CQR con < Ry > bajos y régimen exponencial hacia < Ry > grandes y régimen
de desplazamiento del frente a < V > constante y CQLs, tendiendo a alcanzar un < Ve >
constante. La dispersién de los datos de < Vi, > vy de < Vo, > aumenta yendo desde
las CQRs con régimen de crecimiento cinético exponencial a las CQRs que se propagan a
< Vr > constante. Es de notar ademas, que la dispersion de las velocidades celulares de esta
ultima es mayor que la observada en células de las CQLs.

La evolucién de la trayectoria que recorre cada célula para At = 30 min depende de su
direccionalidad (D/T) definida como el cociente entre la distancia entre la posicién inicial
y final de la célula (D) y la trayectoria total (T). En estos casos At es lo suficientemente
grande como para despreciar la influencia de las fluctuaciones de las membranas celulares en
las trayectorias. Los valores de direccionalidad pueden tomar valores en el rango 0 < D/T
< 1, siendo 0 el valor de direccionalidad esperado para una caminata aleatoria (movimiento
cadtico) y 1 para una trayectoria balistica (movimiento direccional).

Los histogramas de direccionalidad (Figura 1.9a-d) dependieron tanto del régimen de
crecimiento como de la geometria de la colonia. Los valores promedio (Figura 1.9¢) de di-
reccionalidad se desplazaron hacia valores mas positivos a medida que aumento el tamano
de la colonia, obteniendo valores maximos en las CQLs. La direccionalidad promedio fue de
0.35 para colonias con régimen exponencial de crecimiento y de 0.65 para frentes lineales. El
aumento de la direccionalidad promedio de las trayectorias celulares al pasar de CQR con
< Ry > =108 pm a < Ry > = 200 pm fue de 45 %, mientras que de < Ry > = 200 um
a < Ry > = 590 um fue del 15% y de esta ultima QRC a QLC fue sélo de 10 %. Estos
resultados indican que las trayectorias se vuelven mas direccionales o balisticas yendo de d)
aa).

El andlisis de las trayectorias celulares individuales en la region del borde de CQRs y
CQLs es util ademdas para interpretar las caracteristicas dinamicas en regiones pequenas
del frente o para analizar las contribuciones de los movimientos colectivos en el desarrollo
de protrusiones, lo que es de fundamental interés para entender cémo es el crecimiento de
la interfase. Para esto, se siguieron las trayectorias celulares del borde de una CQR con N
grande durante 30 h (Figura 1.10).

Durante las primeras 11 h muchas trayectorias celulares tuvieron grandes desplazamientos
perpendiculares que contribuyeron a aumentar la altura de la protrusion (Figura 1.10a—c y
g), mientras que en las 19 h restantes el ancho de la protrusiéon aument6 (Figura 1.10d-
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Figura 1.7: a) Regiones I (alta densidad celular) y II (baja densidad celular) de una CQL.

Se muestran las dreas de 290 x 75 um? en que se dividieron. b) Densidad celular local en

funcién de la distancia al borde de la colonia para las dreas delimitadas en a) at =0yt =

12 horas. ¢) y d) Valores de < Vper > de las células ubicadas en las dreas de las regiones I

y Il en funcion de la distancia al borde de la colonia. Se incluyen los errores estandar. FEl

ANOVA (p = 0.05) fue utilizado para probar las diferencias en < Ve > resultantes de las
areas de las regiones I y II.
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Figura 1.8: Histogramas de Vo a)-d) y de Viper €)-h) para CQRs de distintos < Ry > y
CQLs. Cada histograma contiene mds de 2500 datos provenientes de 3 experimentos distin-
tos. Se incluyen los valores promedio y sus respectivos errores estandar de Vo 1) y de Ve
j) de los histogramas mostrados en a)-h). El ANOVA mostrd diferencias significativas (p =
0.05) entre todos los valores de < Ve > mientras que no se encontraron diferencias para
los valores de < V par >.
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Figura 1.9: a)-d) Histogramas de las direccionalidades celulares individuales (D/T) para

CQRs con distintos < Ry > y CQLs. e) Los valores de direccionalidad promedio y sus

respectivos errores estandar estdn indicados a la derecha de la figura. El ANOVA mostréd
diferencias significativas (p = 0.05) entre todas las medias.
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Figura 1.10: a)-f) Secuencia de imdgenes tomadas con intervalos de 360 min de una region
del frente de una CQR (N > 1500 células, < Ry > = 590 pm). Se observa la formacidon
de una protrusion y su posterior ensanchamiento. g)-h) Trayectorias celulares de la region
mostrada en a)-f) analizadas a intervalos de 30 min. g) Formacion de la protrusion: las
trayectorias celulares sequidas durante 11 horas se corresponden a las imdgenes a)—c). h)
Ensanchamiento de la protrusion: las trayectorias celulares sequidas durante 19 horas se
corresponden a las imdgenes d)—f). La escala de grises en g) y h) indica el borde de la
colonia a t = 0, 360 y 1080 minutos, respectivamente. Las células presentan desplazamientos
laterales netos durante el ensanchamiento.

f) a expensas de células preexistentes o nuevas con trayectorias sumamente sesgadas con
importantes contribuciones laterales (Figura 1.10h). Algunas pocas células tuvieron poca
persistencia y se desplazaron en direccién opuesta a la del avance del frente.

Desplazamientos cuadraticos medios

Los msd calculados se representan en graficos doble logaritmicos en funcién del Atg,
tanto para CQRs (msdcgr) propagandose bajo régimen de crecimiento exponencial como
para CQLs (msdeqr) (Figura 1.11). Los resultados muestran que los msdegy son un orden
de magnitud mayores que los msdcgg. Varias de las curvas de las células individuales poseen
regiones rectas con valores de pendiente comprendidos entre 1 y 2. Algunas curvas tienen
regiones con valores negativos de pendiente, un hecho que es consistente con los distintos
eventos celulares y cambios morfolégicos que tienen lugar en la colonia y que fueron descriptos
previamente (Figura 1.4). Cabe aclarar que a valores mayores de Aty los errores en los valores
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de msd son mayores debido a que el tamano de la muestra disminuye. Aun asi, la descripcién
realizada de los valores de msd muestra la influencia de las heterogeneidades de la colonia
en la movilidad de cada célula.

Las curvas promedio de los msd (curvas rojas en Figura 1.11) pueden describirse mediante
relaciones lineales con pendientes comprendidas entre 1 y 2 en determinado rango de Atg.
Para las CQRs bajo régimen de crecimiento exponencial la pendiente promedio tuvo un valor
de 1.4 £+ 0.1 para 120 < Aty < 750 min, mientras que para las CQLs fue de 1.7 4 0.1 para
90 < Atp < 700 min (Figura 1.11). Estos rangos de Atg dependen tanto de < Ry > como de
la geometria de la colonia. Las curvas de msd promedio tanto para CQRs como para CQLs
tienden a dos rectas asintdticas, una con pendiente igual a 1 a Atz muy bajos y otra con
pendiente igual a 2 a Aty altos. Para Atr < 400 min las CQRs presentan numerosas células
cuyos msd presentan relaciones lineales con pendientes cercanas a 1 en la representacién de
log msd vs log Atg, mientras que para las CQLs presentan pendientes mas cercanas a 2.

Influencia de las células vecinas

La relacién entre la velocidad instantanea de cada célula y la densidad celular local
(Figura 1.7) permite inferir que la movilidad celular estd influenciada por las células vecinas,
mas alld del régimen de crecimiento. Esta dependencia puede ser analizada utilizando una
sencilla estrategia. Se consideré un dominio circular de 130 pym de diametro alrededor de una
célula central de referencia que esta rodeada por un nimero determinado de células vecinas.
La célula de referencia se localizé en la zona del borde de la colonia (caso I, Figura 1.12) o en
una regién 2D del interior de la colonia (caso II, Figura 1.13). Se obtuvieron las coordenadas
del nicleo de las células vecinas mientras este permaneciera dentro del circulo. Para ambos
casos la direccién del movimiento de la célula de referencia fue desde dominios con mayor
densidad celular hacia dominios con menor densidad celular.

Para el caso I, la célula de referencia posee la mayoria de sus vecinos en la zona superior
derecha de la region circular (Figura 1.12a) y la célula se mueve hacia la zona inferior
izquierda (Figura 1.12b-c). A medida que el frente de la colonia crece, la célula de referencia
comienza a variar su direccién de movimiento levemente hacia la derecha ya que en esa zona
disminuye el nimero de vecinos (Figura 1.12f).

Para el caso 11, la densidad de las células vecinas es significativamente superior respecto
a la del caso I (Figura 1.13). Al principio, la posicién de la célula de referencia fluctia
alrededor de su posicién inicial (Figura 1.13a). Posteriormente la densidad de las células
vecinas aumenta en la region inferior izquierda del dominio circular, por lo que la célula
se mueve hacia arriba a la derecha (Figura 1.13b-c). Después su direccién cambia hacia la
izquierda debido a un aumento del ntimero de vecinas en la regién superior derecha. Hay
intervalos de 150 minutos donde la célula de referencia no sufre desplazamientos significativos,
aunque estd sujeta a deformaciones de su citoplasma (Figura 1.13d y f). Esta situacién es
improbable para el caso I ya que existe un claro gradiente en la densidad celular durante el
intervalo de tiempo considerado.

1.3. Discusion

1.3.1. Estudio de los aspectos cinéticos y morfolégicos de las co-
lonias de células HeLa

La dependencia con N de la transicién cinética de un régimen de propagacion expo-
nencial a uno con < Vg > constante (Figuras 1.2 y 1.3) se conoce para distintas lineas
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Figura 1.11: Grdficos de log msd vs log Atg de las trayectorias de células en CQRs en

régimen exponencial y CQLs. Se incluye en rojo la curva de msd promedio junto con su

error estandar en el intervalo de 30-1800 minutos y el valor de su pendiente, b. Las lineas
con las pendientes limites de 1 y 2 se incluyen como guia.
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Figura 1.12: Desplazamientos de una célula de referencia (estrellas) del borde de la colonia
localizada en el centro de una region circular de 130 um de diametro (linea de puntos) y las
células vecinas dentro de ella (puntos negros). Las flechas en cada figura indican la direccion
del movimiento del nicleo de la célula de referencia. La trayectoria de cada cuadro se evalia
considerando At = 30 min durante 150 minutos y las coordenadas de las células vecinas
corresponden a At = 150 min. El movimiento de la célula de referencia estd influenciado
por las células vecinas. La flecha exterior indica la direccion principal del crecimiento del
frente. La region en gris corresponde a la colonia y la region en blanco al espacio libre.
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Figura 1.13: Desplazamientos de una célula de referencia (estrellas) del interior de la co-
lonia localizada en el centro de una region circular de 130 pm de didametro (linea de puntos)
y las células vecinas dentro de ella (puntos negros). Las flechas en cada figura indican la
direccion del movimiento del nicleo de la célula de referencia. La trayectoria de cada cuadro
se evalia considerando At = 30 min durante 150 minutos y las coordenadas de las células
vecinas corresponden a At = 150 min. El movimiento de la célula de referencia estd influen-
ciado por las células vecinas. La flecha exterior indica la direccion principal del crecimiento
del frente.
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celulares [1.6-1.10] y fue interpretada a través de diferentes mecanismos de expansion bidi-
mensional de la colonia [1.6, 1.11-1.14]. Los resultados presentados en este capitulo, permiten
relacionar los patrones morfoldgicos de las colonias con los distintos regimenes de crecimiento
de las colonias. Los patrones morfoldgicos estan relacionados a las heterogeneidades espacio-
temporales desarrolladas, como la formacién de dominios 3D en el seno de la colonia y los
cambios en la forma, tamano y densidades celulares (Figuras 1.1, 1.4 y 1.5). La proliferacion
celular contribuye a incrementar la fase 3D pero tiene poca influencia en la expansion en
2D. Todos estos cambios dependen de N y en gran medida son responsables de la transicion
cinética ya mencionada. Las CQRs y las CQLs, ambas creciendo a < V' > constante, presen-
tan una regién anular efectiva bidimensional en el exterior de la colonia con un gradiente de
densidad celular constante, donde la movilidad de las células y las duplicaciones se combinan
para garantizar la propagacién de la colonia (Figura 1.5¢-d).

Por otro lado, las CQRs presentan un incremento simultdaneo de la masa (N) y el drea
de la colonia, mientras que las CQLs presentan un incremento de masa manteniendo el
ancho del frente constante. El efecto de la geometria en la cinética de crecimiento queda
de manifiesto en los gradientes de densidades celulares, que para las CQRs (Figura 1.5¢)
resultan menores que para las CQLs (Figura 1.5d). La similitud de los valores de < Vg >
obtenidos para ambas geometrias son consistentes con la mayor area promedio de las células
(menor densidad) presentes en la regién del borde de las CQRs con respecto a la de las
células en el borde de las CQLs (Figura 1.5).

Se utiliz6 el modelo propuesto en la referencia [1.15] para interpretar los datos de expan-
sién de CQRs (Figura 1.14). La representacion matematica del modelo de [1.15] describe la
evolucion del < R > desde t = 0 con N(0) = Ny células y R(0) < AL.ss con una funcién
definida por partes:

\/Noe% para t<t.
<R>(t) = (1.3)

VEGAL ff[1 4+ W(K&iviizlepr%)] para  t>t.

eff

Donde:

W(z) es la funcién de Lambert,

Ky = m/a® siendo a un parametro relacionado al tamaio celular,

ALy es el ancho de la region anular efectiva del borde de la colonia. En este modelo
una célula se duplica sélo si encuentra un espacio vacio a una distancia < ALcyy.

» < 7 > se vincula con el tiempo medio de duplicacién celular < 7 > = < 7p > / In(2)
y t. se define segin la ecuacion:

KyALyy

t.=<T1>1In
c N[)

(1.4)
El modelo ademéas propone una corta fase inicial de crecimiento por difusion, seguido por
la fase de crecimiento exponencial y luego por la fase a velocidad de crecimiento constan-
te. Esta fase inicial, relacionada exclusivamente a la migracién celular, no suele observarse
experimentalmente.
El ajuste de los datos obtenidos para sistemas con N < 1000 células a partir de los valores
experimentales < a > = 25 pm y < 7 > = 2400 min, arrojé un AL.;; = 210 pm.
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Figura 1.14: Grdfico de < R > en funcion de t para el crecimiento de CQRs de distintos

No y Ro. Pueden observarse los dos regimenes cinéticos y t.. La curva azul (t < t.) y roja (1

> t.) corresponden al ajuste realizado con la ecuacion (10) dada en la referencia [1.15] como

se describe en el texto. La transicion de régimen exponencial a < Vg > constante ocurre
alrededor de las 1500 células en el intervalo de 11000 < t < 13000 min.
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Figura 1.15: Ajuste de los perfiles de densidad obtenidos para una CQL utilizando la ecua-
cion (42) de la referencia [1.18].

Las colonias celulares, como otros sistemas que pueden ser caracterizadas en diferentes
escalas espacio-temporales, son sistemas multiescala [1.16]. Estos sistemas pueden interpre-
tarse a través de modelos multiescala que tengan la eficiencia de los modelos macroscopicos
y la precisién de los modelos microscépicos [1.17]. De esta manera es posible, por ejemplo,
modelar el crecimiento de la interfase de una colonia a través eventos que ocurren en escalas
mas pequenas de espacio y tiempo, como la duplicacion y muerte celular, o considerando las
interacciones microscépicas entre las células [1.1].

Los datos de la CQL mostrados en la figura 1.5 fueron ajustados utilizando el mode-
lo multiescala propuesto la ecuacién (42) de la referencia [1.18] que describe la evolucién
espacio-temporal de la densidad y es una variante de la ecuacién de Fisher (Figura 1.15).
El modelo propuesto ademas de incluir los clasicos parametros de proliferacion y difusion
(entendida como migracién celular), considera también el efecto de la inhibicién por contacto
y se expresa matematicamente:

1

oot =1 + Ceap(|y/< ko > /Dor— < ko > 1]/2)

(1.5)

Donde:

= < kg > es el indice mitético de una célula aislada,
= [y es la constante de difusion de una célula aislada,

= C es un parametro de ajuste.

De los ajustes de las curvas de densidad de la CQL (Figura 1.15) resulté que < ko > =
4 £1x 107* min~!, similar a la constante cinética calculada a partir de la Figura 1.2 y D,
=9 &+ 2 ym? min~!. El valor obtenido es del mismo orden que el obtenido para fibroblastos
3T3 durante el desarrollo de una monocapa confluente (Dy = 3 ym? min~') y en un ensayo
de corte y cerrado de herida (Dy = 5.5 ym? min~!), siendo este tltimo valor més grande
debido a que el arreglo experimental genera una asimetria en la migracién celular. También
se encuentra en literatura un valor similar (Dy = 11.4 pum? min~!) para células de glioma
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aisladas migrando en la direccién en que disminuye el gradiente de concentracién de un
agente quimiorepelente [1.19].

Debido a la gran cooncordancia entre los resultados obtenidos a partir de modelos teori-
cos y los valores experimentales es que ciertos modelo resultan ttiles para describir, predecir
e interpretar la evolucién de las heterogeneidades espacio-temporales en la colonia. Sin em-
bargo, cabe aclarar que la influencia de las heterogeneidades en la dindmica de crecimiento
de las colonias es compleja y atiin hoy resulta bastante incierta.

1.3.2. Aspectos dinamicos de las células individuales

Para las CQRs con N < 1000 células el valor de < Vi, >, la velocidad promedio y la
direccionalidad aumentan con N (Figuras 1.8 y 1.9), aproximandose al comportamiento de
las CQLs. La velocidad individual de las células de las CQRs con N > 1500 células y CQLs
disminuye al ir desde el borde de la colonia hacia el centro. El valor de < V¢, > disminuye
a menos de la mitad a 225 - 300 gm del borde de la colonia, un valor comparable al AL,y
obtenido con el ajuste de la figura 1.14. Ademas, la velocidad de las células individuales en la
region del borde de una colonia muestra una dependencia inversa con la distancia célula-célu-
la promedio (Figura 1.7), un comportamiento conocido para la velocidad de desplazamiento
de frentes de fases condensadas, més alld de su naturaleza inorganica [1.20] o bioldgica [1.21].
Este conjunto de observaciones es consistente con los efectos de “amontonamiento celular”
locales [1.22, 1.23] que se manifiestan mds fuertemente para N grandes. De esta manera,
a medida que el radio de la colonia y los dominios de heterogeneidades espacio-temporales
aumentan, el “amontonamiento celular” local tiene una contribucién mas marcada sobre
las trayectorias celulares, particularmente en la regién del borde (Figuras 1.12 y 1.13). Es-
tos efectos poblacionales resultan en un fenémeno complejo en el que la organizacion de la
colonia y la forma y fluctuaciones de orientacion de cada grupo de células juegan un rol
fundamental.

La dependencia del msd con Atg (Figura 1.11) resulté consistente con la contribucion al
movimiento colectivo que tienen los efectos cooperativos dependientes del niimero de células.
De este modo, a N o Atg bajos dominan las caracteristicas aleatorias (b = 1), mientras que
a Atg largos para QRC con N grande o QLC, prevalecen los desplazamientos balisticos (b
=2).

En una serie de trabajos se presentaron resultados obtenidos a partir de la microscopia de
fuerzas de traccién aplicada a colonias con N grandes que forman una monocapa confluen-
te [1.24, 1.25]. Se obtiene un mapa de fuerzas que se interpreta en término de las leyes de
Newton. A partir del balance en dos dimensiones de las fuerzas de traccién célula-substrato
y de aplicar las leyes de Newton es posible obtener la distribucién de lineas de tension a lo
largo de toda la capa de células [1.24, 1.25]. Las tensiones se relacionan a la acumulacién de
fuerzas de traccion aplicadas en la parte inferior de las células, lo que resulta en severas fluc-
tuaciones de estrés mecanico dentro de la capa de células que oscilan en su extension. Estas
fluctuaciones exhiben una ancha distribucién no Gaussiana y se vuelven mas fuertes, lentas
y cooperativas a medida que la densidad celular aumenta. La migracion celular colectiva
parece regirse por un simple principio fisioldgico: las células vecinas combinan fuerzas para
transmitir una apreciable tensién normal sobre las uniones célula-célula (flechas verdes en la
Figura 1.16) y se mueven de tal manera de disminuir la fuerza de corte intercelular (tensiones
paralelas a las uniones célula-célula, flecha azul en la Figura 1.16). También se sugirié que
las células lideres juegan un rol esencial en el direccionamiento local de las células ya que
las principales fuerzas que generan son parte de un “juego de la soga” global que involucra
células lejanas a los extremos.
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Figura 1.16: a) Interpretacion de las microscopias de traccion para una célula en una

colonia con N grande [1.24, 1.25]. b) Las células vecinas transmiten tensiones normales

sobre las uniones célula-célula (flechas verdes) y tensiones paralelas a estas uniones (flecha

azul). Las células se mueven de tal manera de disminuir estas tensiones paralelas. c¢) El

balance de las tensiones paralelas puede representarse con un elipse, que define la direccion
y velocidad de las células (flecha roja).

Tanto la migracion de células epiteliales normales como la de lineas tumorales antes de
la transicion epitelio-mesenquimal puede explicarse siguiendo el simple principio fisiologico
anteriormente descripto, que es cualitativamente consistente con las caracteristicas de las
trayectorias descriptas a lo largo de este capitulo. De este modo, las diferencias entre las
movilidades celulares individuales (Figuras 1.8 y 1.9) asi como en los perfiles de densidad
(Figura 1.5) observados con el incremento de N de 100 a 1000 células en CQRs podria estar
asociado a cambios en el balance de fuerzas.

1.3.3. Rugosado del frente y trayectorias celulares individuales

Las fluctuaciones en la rugosidad de frentes bidimensionales de CQRs con N > 1500
células y CQLs se estudian aplicando la teoria de escalado dindmico y el anélisis de Fourier
[1.4, 1.25-1.27]. Siguiendo estas estrategias se encontré que la dindmica de rugosado de
frentes bidimensionales tienen un conjunto de exponentes de rugosidad o = 0.50 £ 0.05,
=0.32 £ 0.04 y z = 1.5 £ 0.2 dentro de los rangos experimentales 0 < ¢ < 10* minutos y
10? < L < 10% pum, independientemente de la geometria de crecimiento [1.4]. Este conjunto
de exponentes concuerda con los predichos para la clase universal de KPZ [1.28, 1.29].

La ecuacion estandar de KPZ describe la propagacion de un frente en una dimension a
través de la altura h en cada columna z y tiempo %, e involucra tres términos:

Oh(z,t)

= vVt + = (Vh)* +n(z,t) (1.6)
ot N N
b" C

Siendo:

(a) Un término Laplaciano lineal de relajacién superficial, que tiende a producir un suavi-
zado de la superficie. Representa cualquier proceso difusivo con difusividad constante o
algin proceso que involucra la tension superficial, que tiende a disminuir la curvatura
y altura de las protrusiones. Este término estaria asociado con la parte o contribucién
aleatoria de la movilidad celular.
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(b) Un término no lineal con coeficiente A que contribuye al crecimiento lateral o ensan-
chamiento de las protrusiones (si A > 0) o a un angostamiento de las mismas (si A\ <
0). Tiene en cuenta la contribucién sesgada de las trayectorias celulares direccionadas
por la busqueda de espacio libre en la regién del borde. Los desplazamientos sesgados
de las células determinan la formacién y ensanchamiento de las protrusiones como se
observa en la figura 1.10. Este proceso deberia estar asociado al componente balistico
de la movilidad celular.

(¢) Un término estocastico de ruido gaussiano principalmente relacionado a la proliferacién
celular en la monocapa 2D.

Se propusieron versiones mejoradas de las ecuaciones de KPZ para 1D y 2D [1.30, 1.31],
incluyendo una formulacién de la ecuacién de KPZ para la expansién de colonias celulares
bidimensionales en una superficie con estructura teselada o tipo mosaico [1.32]. El anélisis
de la estructura interna del sistema en propagacion asi como distintas escalas de teselado
permitieron inferir la universalidad del proceso y resultan una alternativa al andlisis de la
rugosidad mediante el escalado dindmico [1.33-1.35]. Recientemente, a través de estudios
de electroconveccién de cristales liquidos en fase nematica se obtuvieron dependencias ge-
nerales de propiedades estadisticas generales tales como las funciones de distribucion, las
correlaciones espaciales y temporales o la persistencia espacial con la geometria global de
la interface [1.36, 1.37]. Estos resultados invitan a analizar la movilidad celular y las he-
terogeneidades espacio-temporales aparte de los exponentes de rugosidad para estudiar el
avance del frente y a relacionarlas, al menos cualitativamente, con la universalidad a la que
pertenecen.

En nuestros experimentos, la influencia de la direccionalidad de las trayectorias celulares
en el comportamiento tipo KPZ dependié del radio de curvatura promedio de la interfase
de la colonia, que se relaciona con N. Ademas, el cociente Vier/Vpar se vié influenciado
por la relacion de aspecto de las células o de los grupos de células. Una influencia de este
tipo se encontré a través de modelos multiescala [1.38]. Para < R > o N grandes hay una
tendencia de las CQRs a aproximarse a CQLs. Ambas geometrias presentan fluctuaciones en
la interface que se corresponden con un A > 0 que afecta el término no lineal de la ecuacién
de KPZ. Esto puede explicarse a través del sesgo en las trayectorias celulares. En la figura
1.17 se intenta relacionar las conclusiones obtenidas a partir de la microscopia de fuerzas de
traccién [1.24, 1.25] con las trayectorias celulares y el modelo de crecimiento de interfases
propuesto. En a) se muestran las elipses de estrés y vectores de velocidad de una monocapa
de células de endotelio pulmonar de rata, adaptado de la referencia [1.25]. Las trayectorias
y morfologias de las células de la protrusion de la figura 1.10 (b) pueden interpretarse en
funcién de las fuerzas de corte intercelular (c). Los trayectorias balisticas de las células
aproximadamente normales a la interfase estdan de acuerdo con el principio de disminucién
de las fuerzas de corte intercelulares y con el modelo de KPZ propuesto para el crecimiento
de la interfase (d).

1.4. Conclusiones

La expansion 2D de colonias de células HeLa presenta dos regimenes de crecimientos
dependientes del nimero de células (y < R >), uno exponencial para CQRs con N < 1000
células y uno a < Vg > constante para CQLs y CQRs con N > 1500 células. Esta transicion
cinética se relaciona con el desarrollo de heterogeneidades espacio-temporales en la colonia
que incluyen procesos de “amontonamiento celular”. A < Vg > constante, la colonia presenta
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Figura 1.17: a) Elipses de estrés y vectores de velocidad de una monocapa de células de

endotelio pulmonar de rata, adaptado de referencia [1.25]. b) Ensanchamiento de una protru-

sion y trayectorias celulares mostradas en la figura 1.10. ¢) Esquema de las elipses de estrés

y los vectores de velocidad dibujados teniendo en cuenta la morfologia de las células de la

protrusion y las trayectorias obtenidas. d) Crecimiento normal a la interfase caracteristico
del término no lineal de la ecuacion de KPZ. Notar la similitud entre b) y d)
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dos regiones bien diferenciadas: un borde efectivo 2D con un espesor promedio constante y
una region interior con formacién de una fase 3D. La proliferacién celular y la migracién
dentro de la region efectiva 2D contribuye al desplazamiento del frente de la colonia. En
esta region la movilidad celular individual es alta debido a los efectos cooperativos y a la
existencia de un gradiente de densidad celular. Por otro lado, en la region del seno de la
colonia, tanto la proliferacién como la movilidad celular estan ampliamente inhibidos por el
“amontonamiento celular”.

La < Vg > fue practicamente la misma para CQRs y CQLs a pesar de la diferencia en el
confinamiento y la disponibilidad de espacio libre entre las dos geometrias. Este hecho puede
explicarse debido a que el tamano celular promedio es mayor para las células en la regién
del borde de las CQRs que de las CQLs, compensando el mayor espacio libre generado por
la propagacién de las primeras.

Los datos de movilidad celular sugieren que las células se mueven con contribuciones
aleatorias y balisticas. La relacion del componente balistico con respecto al aleatorio, el
componente perpendicular de la velocidad celular con respecto al frente y la direccionalidad
de las trayectorias se hacen mas grandes al aumentar N. Todos estos factores tienen un
efecto importante en la evolucion de la rugosidad y las protrusiones del frente. Los datos de
movilidad celular obtenidos son consistentes con un A > 0, es decir, con un ensanchamiento
de las protrusiones y con el cumplimiento de la ecuaciéon de KPZ.



Bibliografia

[1.1] M. Meier-Schellersheim, 1. D. C. Fraser & F. Klauschen. “Multiscale modeling for
biologists.” Wiley interdisciplinary reviews. Systems biology and medicine, 2009. 1(1),
4-14. (Citado en paginas 91 y 111.)

[1.2] E. W. Gerner & M. J. Schneider. “Induced thermal resistance in HeLa cells”. Nature,
1975. 256(5517), 500-502. (Citado en pégina 92.)

[1.3] F.-M. Boisvert, Y. Ahmad, M. Gierliniski, F. Charriére, D. Lamont, M. Scott, G. Barton
& A. 1. Lamond. “A Quantitative Spatial Proteomics Analysis of Proteome Turnover in
Human Cells”. Molecular & Cellular Proteomics, 2012. 11(3), M111.011429. (Citado
en pagina 92.)

[1.4] M. A. C. Huergo, M. A. Pasquale, P. H. Gonzélez, A. E. Bolzdn & A. J. Arvia. “Growth
dynamics of cancer cell colonies and their comparison with noncancerous cells”. Physical
Review F, 2012. 85(1), 011918. (Citado en péaginas 43, 93 y 113.)

[1.5] A. F. Straight, A. Cheung, J. Limouze, I. Chen, N. J. Westwood, J. R. Sellers & T. J.
Mitchison. “Dissecting Temporal and Spatial Control of Cytokinesis with a Myosin 11
Inhibitor”. Science, 2003. 299(5613), 1743-1747. (Citado en pagina 93.)

[1.6] J. P. Freyer & R. M. Sutherland. “A reduction in the in situ rates of oxygen and
glucose consumption of cells in EMT6/Ro spheroids during growth”. Journal of Cellular
Physiology, 1985. 124(3), 516-524. (Citado en pagina 109.)

[1.7] W. Mueller-Klieser, J. P. Freyer & R. M. Sutherland. “Influence of glucose and oxygen
supply conditions on the oxygenation of multicellular spheroids”. British Journal of
Cancer, 1986. 53(3), 345-353. (Citado en pagina 109.)

[1.8] A. Brid, S. Albertos, J. Luis Subiza, J. L. Garcia-Asenjo & I. Bri. “The Universal
Dynamics of Tumor Growth”. Biophysical Journal, 2003. 85(5), 2948-2961. (Citado
en pagina 109.)

[1.9] J. Galle, M. Hoffmann & G. Aust. “From single cells to tissue architecture—a bottom-
up approach to modelling the spatio-temporal organisation of complex multi-cellular
systems”. Journal of Mathematical Biology, 2009. 58(1-2), 261-283. (Citado en pégi-
na 109.)

[1.10] J. Galle, D. Sittig, I. Hanisch, M. Wobus, E. Wandel, M. Loeffler & G. Aust. “Indivi-
dual Cell-Based Models of Tumor-Environment Interactions: Multiple Effects of CD97
on Tumor Invasion”. The American Journal of Pathology, 2006. 169(5), 1802—-1811.
(Citado en péagina 109.)

110



BIBLIOGRAFIA 111

[1.11] D. Drasdo & S. Héhme. “A single-cell-based model of tumor growth <i>in vitro</i>
: monolayers and spheroids”. Physical Biology, 2005. 2(3), 133-147. (Citado en
pégina 109.)

[1.12] S. A. Menchén & C. A. Condat. “Cancer growth: Predictions of a realistic model”.
Physical Review E, 2008. 78(2), 022901. (Citado en pégina 109.)

[1.13] J. Galle, M. Loeffler & D. Drasdo. “Modeling the Effect of Deregulated Prolifera-
tion and Apoptosis on the Growth Dynamics of Epithelial Cell Populations In Vitro”.
Biophysical Journal, 2005. 88(1), 62-75. (Citado en pégina 109.)

[1.14] D. Drasdo, S. Hoehme & M. Block. “On the Role of Physics in the Growth and
Pattern Formation of Multi-Cellular Systems: What can we Learn from Individual-Cell
Based Models?” Journal of Statistical Physics, 2007. 128(1-2), 287-345. (Citado en
pégina 109.)

[1.15] M. Radszuweit, M. Block, J. G. Hengstler, E. Scholl & D. Drasdo. “Comparing the
growth kinetics of cell populations in two and three dimensions”. Physical Review F,
2009. 79(5), 051907. (Citado en paginas 37, 109, 110, 143, 158, 159, 160, 170, 172, 173
y 176.)

[1.16] S. Karabasov, D. Nerukh, A. Hoekstra, B. Chopard & P. V. Coveney. “Multiscale
modelling: approaches and challenges.” Philosophical transactions. Series A, Mathe-
matical, physical, and engineering sciences, 2014. 372(2021), 20130390. (Citado en
pégina 111.)

[1.17] W. E. Principles of multiscale modeling. Cambridge University Press, 2011. (Citado
en pagina 111.)

[1.18] A. Q. Cai, K. A. Landman & B. D. Hughes. “Multi-scale modeling of a wound-healing
cell migration assay”. Journal of Theoretical Biology, 2007. 245(3), 576-594. (Citado
en pagina 111.)

[1.19] M. Aubert, M. Badoual & B. Grammaticos. “A model for short- and long-range inter-
actions of migrating tumour cell.” Acta Biotheoretica, 2008. 56(4), 297-314. (Citado
en pagina 112.)

[1.20] D. P. Barkey. “Structure and Pattern Formation in Electrodeposition”. En “Advances
in Electrochemical Science and Engineering, Volume 7”7, paginas 151-191. Wiley-VCH
Verlag GmbH, Weinheim, FRG, 2002. (Citado en pédgina 112.)

[1.21] T. E. Angelini, E. Hannezo, X. Trepat, J. J. Fredberg & D. A. Weitz. “Cell Migration
Driven by Cooperative Substrate Deformation Patterns”. Physical Review Letters, 2010.
104(16), 168104. (Citado en pagina 112.)

[1.22] J. D. Murray. Mathematical biology : an introduction. Springer-Verlag, 2002. (Citado
en pagina 112.)

[1.23] M. Aubert, M. Badoual, C. Christov & B. Grammaticos. “A model for glioma cell
migration on collagen and astrocytes.” Interface, 2008. 5(18), 75-83. (Citado en
pégina 112.)



BIBLIOGRAFIA 112

[1.24] X. Trepat, M. R. Wasserman, T. E. Angelini, E. Millet, D. A. Weitz, J. P. Butler &
J. J. Fredberg. “Physical forces during collective cell migration”. Nature Physics, 2009.
5(6), 426-430. (Citado en paginas 112, 113 y 114.)

[1.25] D. T. Tambe, C. Corey Hardin, T. E. Angelini, K. Rajendran, C. Y. Park, X. Serra-
Picamal, E. H. Zhou, M. H. Zaman, J. P. Butler, D. A. Weitz, J. J. Fredberg & X. Trepat.
“Collective cell guidance by cooperative intercellular forces”. Nature Materials, 2011.
10(6), 469-475. (Citado en paginas 112, 113, 114 y 115.)

[1.26] J. M. Lépez, M. A. Rodriguez & R. Cuerno. “Power spectrum scaling in anomalous
kinetic roughening of surfaces”. Physica A: Statistical Mechanics and its Applications,
1997. 246(3-4), 329-347. (Citado en pédgina 113.)

[1.27] J. J. Ramasco, J. M. Lépez & M. A. Rodriguez. “Generic Dynamic Scaling in Ki-
netic Roughening”. Physical Review Letters, 2000. 84(10), 2199-2202. (Citado en
pagina 113.)

[1.28] A. L. Barabasi & H. E. Stanley. Fractal concepts in surface growth. Cambridge
University Press, 1995. (Citado en péaginas 37, 41, 42, 43, 113, 122, 146, 173, 174, 267,
268 y 269.)

[1.29] M. Kardar, G. Parisi & Y.-C. Zhang. “Dynamic Scaling of Growing Interfaces”.
Physical Review Letters, 1986. 56(9), 889-892. (Citado en paginas 42, 113 y 145.)

[1.30] H. S. Wio, C. Escudero, J. A. Revelli, R. R. Deza & M. S. de la Lama. “Recent deve-
lopments on the Kardar—Parisi-Zhang surface-growth equation”. Philosophical Transac-
tions of the Royal Society of London A: Mathematical, Physical and Engineering Scien-
ces, 2010. 369(1935), 396-411. (Citado en pagina 114.)

[1.31] H. S. Wio, J. A. Revelli, R. R. Deza, C. Escudero & M. S. de la Lama. “KPZ
equation: Galilean-invariance violation, consistency, and fluctuation-dissipation issues
in real-space discretization”. Furophysics Letters, 2010. 89(4), 40008. (Citado en
pégina 114.)

[1.32] M. Block, E. Schéll & D. Drasdo. “Classifying the Expansion Kinetics and Critical
Surface Dynamics of Growing Cell Populations”. Physical Review Letters, 2007. 99(24),
248101. (Citado en paginas 114 y 172.)

[1.33] T. Sasamoto & H. Spohn. “One-Dimensional Kardar-Parisi-Zhang Equation: An
Exact Solution and its Universality”. Physical Review Letters, 2010. 104(23), 230602.
(Citado en pégina 114.)

[1.34] P. Calabrese & P. Le Doussal. “Exact Solution for the Kardar-Parisi-Zhang Equation
with Flat Initial Conditions”. Physical Review Letters, 2011. 106(25), 250603. (Citado
en pagina 114.)

[1.35] K. Khanin, S. Nechaev, G. Oshanin, A. Sobolevski & O. Vasilyev. “Ballistic deposition
patterns beneath a growing Kardar-Parisi-Zhang interface”. Physical Review E, 2010.
82(6), 061107. (Citado en pégina 114.)

[1.36] K. A. Takeuchi & M. Sano. “Universal Fluctuations of Growing Interfaces: Evidence
in Turbulent Liquid Crystals”. Physical Review Letters, 2010. 104(23), 230601. (Citado
en paginas 43, 114 y 267.)



BIBLIOGRAFIA 113

[1.37] K. A. Takeuchi, M. Sano, T. Sasamoto & H. Spohn. “Growing interfaces uncover uni-
versal fluctuations behind scale invariance”. Scientific Reports, 2011. 1(1), 34. (Citado
en pagina 114.)

[1.38] M. J. Simpson, R. E. Baker & S. W. McCue. “Models of collective cell spreading
with variable cell aspect ratio: A motivation for degenerate diffusion models”. Physical
Review E, 2011. 83(2), 021901. (Citado en pégina 114.)



Capitulo 2

Modificacién de la reologia del medio
de crecimiento

2.1. Introduccion

Las células en un organismo no se encuentran aisladas sino interactuando con otras
células vecinas y con el entorno, formado por la matriz extracelular. Estas interacciones son
capaces de modular tanto el fenotipo celular individual como su comportamiento cooperativo
y generan nuevas propiedades que no puede explicarse a partir de las caracteristicas de las
células individuales. Por este motivo, para entender y describir los sistemas complejos es
necesario conocer las propiedades e interacciones entre los elementos que los constituyen.

Una estrategia para analizar la dindmica de propagacién de las colonias teniendo en cuen-
ta las propiedades e interacciones entre las células y su entorno es modelarlas a partir de
modelos de Potts celular (CPM). En estos modelos se simula el crecimiento de células y co-
lonias utilizando mallas cartesianas bidimensionales cuyas celdas son ocupadas por dos tipos
de objetos: células y matriz extracelular. La simulacién es estocastica y procede mediante
el método de Monte Carlo repitiendo una operacion basica en la que se selecciona aleatoria-
mente una posicion de la malla y el objeto contenido en esa celda intenta copiar su tipo en
una posicién vecina. La probabilidad de aceptacién de este proceso de copia depende de las
energias asociadas con distintos parametros como la adhesion, las restricciones de voliimen,
la movilidad celular, etc [2.1].

De esta manera, teniendo en cuenta distintos aspectos de la biologia celular y de su inter-
accion con el entorno, es posible realizar simulaciones y obtener informacién de la dinamica
de las células individuales o en grupos en distintas regiones de la colonia [2.2-2.5]. Por
ejemplo, una versiéon de CPM generalizada permitié obtener una fuerte correlacion entre la
direccionalidad de la movilidad celular y la topografia de la matriz extracelular e indicé que
la migracion celular en ambientes fibrilares requiere la deformaciéon del niicleo o la protedlisis
de la matriz [2.6]. En otro trabajo se utilizé un CPM para describir la aparicién espontanea
de corrientes de células orientadas en una monocapa de queratinocitos humanos [2.7]. Al
modificar la relevancia de las uniones mecéanicas entre las células este modelo permitio ex-
plicar los resultados experimentales que indicaban que las corrientes de células se hacen mas
estrechas al disminuir las adhesiones célula-célula. Otros modelos y simulaciones incluyen el
efecto de la migracién celular, la compresion y la inhibicion por contacto para describir la
evolucidn de la distribucién de tamafios celulares y el crecimiento global de la colonia [2.8].
Estos ejemplos ponen de manifiesto que los datos experimentales de la dinamica de las co-
lonias, desde células individuales a grupos de células, resultan de interés para interpretar la
influencia de las heterogeneidades espacio-temporales en el mecanismo de crecimiento de la
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colonia, mecanismos que pueden verse afectados por las caracteristicas estructurales estaticas
y dindmicas del medio [2.9].

En el capitulo anterior se describi6 la formacion de heterogeneidades durante la propaga-
cién de colonias celulares y cémo estas afectan a la movilidad celular y a la dinamica global
de propagacién de la colonia en medio de crecimiento estandar. Resulta ahora de interés per-
turbar las condiciones del medio sin modificar directamente las caracteristicas intrinsecas de
las células. Se intentara modificar el entorno celular mediante el agregado de un componente
que no afecte directamente la actividad biolégica y solo modifique las caracteristicas fisicas
del medio.

Por otro lado, es adecuado mencionar como antecedente que la dinamica global de sis-
temas bioldgicos en medios que presentan modificaciones en las propiedades fisicoquimicas
se analizd a partir de colonias bacterianas, tales como Escherichia coli y Bacillus subtilis en
medio con agar [2.10]. En este caso, el andlisis del escalado dindmico permite obtener el expo-
nente de rugosado a = 0.78 £ 0.07, que excede el valor pedicho por la ecuacion estandar de
KPZ. Recientemente, se indico que la dindmica de crecimiento de bacterias resulta mas com-
pleja en medios modificados con sustancias espesantes y en presencia de obstaculos fisicos,
dependiendo de la concentracién de nutrientes [2.11]. A diferencia de las bacterias, en el caso
de las colonias de células eucariotas, la influencia de las propiedades fisicoquimicas del medio
en la propagacion de las colonias no se estudié tan extensamente y resulta de importancia
para el modelado de procesos biolégicos complejos como el crecimeinto tumoral [2.7].

En este capitulo se estudiara la expansion de colonias 2D de células Vero, los tamanos,
morfologias y migracién celulares en medio de cultivo sin (medio estdndar) y con agregados
de metilcelulosa (MC). Se prestard particular atencién al medio gelificado. De la misma
manera que se hizo en el capitulo anterior, se intentara relacionar las propiedades a nivel
celular con las asociadas a la colonia. Se utilizan colonias con distintas poblaciones celulares
iniciales y geometrias creciendo en medios de cultivo con distintas concentraciones de MC
(cpc). La MC es un polimero hidrofilico no téxico para las células que produce soluciones
con propiedades reolégicas controladas y modifican la viscosidad del medio de cultivo sin
cambiar las caracteristicas adhesivas de las células con el substrato [2.12]. Se suele usar en
cultivos celulares, por ejemplo, para estudiar procesos de replicacién viral [2.13, 2.14].

2.2. Resultados

Para conocer la influencia de la metilcelulosa en la propagacién de colonias de células
Vero de distintos tamanos, nimero de células y geometrias, se estudiaron 3 tipos de colonias
(CQRs, CQR-Cs y CQLs). Las colonias CQRs y CQR-Cs aportaron informacién complemen-
taria de los procesos globales que ocurren en las CQLs. Se utilizaron CQRs (baja poblacién y
frentes quasi-circulares) para estudiar a tiempos cortos la dindmica y cinética de crecimiento
de colonias con pocas células en diferentes medios de cultivo. Las CQR-Cs (poblacién gran-
de y frentes quasi-circulares) se usaron para estudiar aspectos morfolégicos y dinamicos de
colonias con elevado nimero de células en medios gelificados. En ambos tipos de colonias se
originaron heterogeneidades espaciales (dependieron de la regién de la colonia que se estu-
die) y temporales (dependieron del tiempo de crecimiento en que se analicen los cambios)
como la aparicién de regiones de distinta densidad y células grandes en el borde del frente
que afectaron el crecimiento de la colonia. Finalmente, las CQLs (poblacién grande y frentes
quasi-lineales) se utilizaron para estudiar la movilidad celular y obtener mds informacién
de la influencia de las heterogeneidades espacio-temporales de la colonia en la morfologia y
movilidad de las células y en la dindmica global de crecimiento de la colonia. La comparaciéon
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de los datos obtenidos para las CQR-C y CQL permite tener una idea de la influencia de la
geometria de crecimiento en la expansién de la colonia.

2.2.1. Cambios morfolégicos
CQR (baja poblacién y frentes quasi-circulares)

Las imagenes de las CQRs con Ny < 100 células creciendo en medios de cultivo con
distintas cyic muestran que las colonias tienen inicialmente bordes irregulares y que con el
paso del tiempo tienden a tener morfologias quasi-circulares (Figura 2.1). En el intervalo de
tiempo 0 < ¢ < 9000 min también se observa la disminucién de la distancia promedio célula-
célula en la regién interior de la colonia, generando dominios celulares mas compactos. Por
otro lado, en la region del borde de la colonia se observa el efecto inverso: aparecen células
con tamanos mayores al de la célula promedio. A medida que se incrementa la concentracién
de metilcelulosa estos cambios se hacen mas marcados. El efecto més notable es el de las
colonias en medio gelificado, en las que aparecen células varias veces mas grandes que las
células regulares tanto en el borde como en el interior de la colonia.

CQR-C (poblacién grande y frentes quasi-circulares)

Las CQR-C, particularmente en medio gelificado, presentan una rapida aparicion de
células “agrandadas” en el borde. Estas células “agrandadas” producen una disminucién
notable de la densidad celular en el borde de la colonia y el aumento de heterogeneidades
espacio-temporales debido a la aparicién de dominios locales con densidades diferentes. A ¢
= 16500 min (Figura 2.2) la regién del borde bidimensional (no presenta crecimiento 3D)
de la colonia consiste en células de tamano normal, células “agrandadas” y pequenos huecos
o zonas vacias no ocupadas por células. Las células “agrandadas” forman una especie de
barrera en el borde de la colonia que perturba el desplazamiento de las células mas pequenas
ubicadas alrededor. La region central de estas colonias se presenta como un dominio 3D
aproximadamente circular rodeada de una zona intermedia de transicion con dominios 2D y
3D. Esta tltima fase es compacta, con células de tamanos regulares o menores y esta limitada
por la regién del borde de baja densidad. En este estadio de crecimiento (¢ = 16500 min)
el frente de la colonia se vuelve significativamente rugoso debido a la formacién de huecos y
protrusiones.

CQL (poblacién grande y frentes quasi-lineales)

La morfologia de la regién del borde de las CQLs, que se propagan en medio gelificado
permanece sin cambios hasta aproximadamente 5000 min de retirada la mascara de Teflon.
Luego se puede observar la aparicion de células “agrandadas” y dominios de células pequenas
y orientadas (Figura 2.3). Como sucede en las CQR-C, las células “agrandadas” estén lo-
calizadas principalmente en el borde de la colonia, y su tamano aumenta con la edad de la
colonia. El didmetro promedio de las células cambia de 45 ym a ¢ = 2400 min a 250 pym a
t = 19260 min, un valor 4 veces superior al de las células més grandes encontradas en el
medio de cultivo con cyc = 0%.

La comparacion de las secuencias de imagenes obtenidas mediante el seguimiento in situ
de las CQLs en medio estandar con cyc = 0% y medio gelificado permiten tener una idea
de la influencia de la dindmica individual de las células en las caracteristicas de la rugosidad
de estas colonias. Para observar los cambios producidos en las colonias tanto a tiempos
relativamente cortos, luego de la adaptacion de las células al nuevo medio de cultivo, como
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Figura 2.1: Secuencia de imagenes de CQRs con Ny < 100 células creciendo en medios de
cultivo con distinta cyic. Para eyic = 2.5 % se puede ver la aparicion de células con tamanos

varias veces mds grandes que el de las células requlares.
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Figura 2.2: CQR-C a t = 16000 min en medio gelificado (cye = 2.5 %). Pueden observarse
3 regiones practicamente concéntricas: una region exterior 2D con cierto numero de agujeros,
un nicleo 3D y una region intermedia en la que cohexisten dominios 2D y 3D.
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Figura 2.3: Secuencia de imdgenes de secciones del frente de una CQL creciendo en medio

gelificado. La linea de base de la imagen a t = 8295 min se corrid hacia arriba en las imdgenes

at= 12750 min y t = 16170 min. Las flechas indican dominios de células agrandadas en el
borde de la colonia.
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a tiempos largos, el seguimiento in situ se comenzo6 a distintos tiempos luego de retirar la
mascara de Teflon y reemplazar el medio de cultivo por medio nuevo con ¢y = 0% o cnmc
= 2.5%.

A tiempos cortos, las imédgenes de las colonias creciendo en medio estdndar muestran
pequenos cambios en el tamano y forma de las células, mientras que en las imagenes de las
colonias en medio gelificado pueden observarse dominios con células orientadas en la direccién
de crecimiento del frente y un aumento local de la rugosidad del borde (Figura 2.4). A estadios
de crecimiento avanzados, las imégenes muestran que las células “agrandadas” presentes en
las colonias en medio gelificado, aumentan de tamano y son rodeadas parcialmente por
células de tamano normal a medida que pasa el tiempo (Figura 2.5). Por otro lado, las
colonias que crecen en medio estdndar presentan menos células grandes y de un tamano
menor que aquellas en el medio gelificado.

2.2.2. Area celular en distintas regiones de la colonia

Se determiné el area celular promedio en diferentes regiones de las CQR-Cs y CQLs.
Para las CQR~Cs los histogramas obtenidos en dos coronas circulares de 200 ym de espesor
muestran que al area celular disminuye yendo desde el borde de la colonia hacia el centro
(Figura 2.6a). Para la region anular exterior, el drea celular promedio es superior a 17000
pm?, mientras que para la regién anular interior el drea promedio es de 3300 um? (Figura
2.6b).

Los histogramas de areas celulares de las CQLs se determinaron seleccionando regiones
del borde rectangulares de 2000 pum de largo y 600 pum de ancho, paralelas al frente, y
dividiéndolas en 3 subregiones de 200 pm de ancho (Figura 2.7a). Los resultados muestran
que en la subregion exterior de las colonias en medio estandar prevalecen las células con
un area inferior a 400 um? y que yendo hacia la subregién que estd a 400 - 600 pm del
borde, las células tienen dreas 3 veces mds pequeias, en promedio por debajo de 120 pm?
(Figura 2.7b). Por otro lado, en el medio gelificado, la contribucién de las células grandes es
significativa. En este caso, el histograma correspondiente a la subregion mas externa muestra
dos méximos, uno alrededor de 100 pm? y otro alrededor de 550 um?, que corresponden a
células regulares y “agrandadas” respectivamente. Yendo hacia el interior de la colonia, la
contribucion de las células grandes disminuye, pero es siempre mayor que en las colonias que
crecen en medio estandar.

2.2.3. Cinética de crecimiento de las colonias

La poblacion celular de CQRs con Ny < 100 células en medios de cultivo conteniendo 0 <
evc < 1.0 % presentan una cinética de crecimiento de primer orden en el rango 0 < ¢ < 9000
min (Figura 2.8a). Ademés, puede observarse que a medida que aumenta cy¢, disminuye el
rango de tiempo en que se cumple la cinética exponencial. Desafortunadamente, el estudio
del crecimiento del nimero de células a tiempos mayores no resulta posible ya que para ¢
> 11000 min, el conteo de las células individuales es incierto debido al gran aumento de la
poblacién celular y a la generacion de dominios 3D. La constante de velocidad < ky >, que
estd relacionada con el tiempo de duplicacién celular promedio, disminuye paulatinamente
con el incremento de cyc. En el medio gelificado (epec = 2.5 %) préacticamente no se observa
un aumento en el nimero de células y por lo tanto < ky > ~ 0.

Por otro lado, la cinética de expansion de las colonias radiales expresada en términos del
radio promedio < R > también sigue un comportamiento exponencial hasta aproximada-
mente 9000 min (Figura 2.8b). En el caso del medio gelificado la colonia practicamente crece
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Figura 2.4: Comparacion de la evolucion de dos secciones del frente de CQR-Cs en medio

estindar (cyqc = 0%) y medio gelificado (cyc = 2.5 %). El sequimiento in situ comenzd 9

horas después de remover la mdscara de Teflon y agregar medio con cyic = 0% o cyc =
2.5 %, tiempo suficiente para que las células se adapten al nuevo medio de cultivo.
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Figura 2.5: Comparacion de la evolucion de dos secciones del frente de CQR-C en medio
estandar (cyic = 0%) y medio gelificado (eye = 2.5 %). El sequimiento in situ comenzé 80
horas después de remover la mascara de Teflon.
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Figura 2.6: a) Esquema de las regiones anulares utilizadas para determinar el drea celular

en una CQR-C propagandose en medio gelificado. La region anular exterior (rojo) se extiende

entre 0 — 200 pm desde el borde de la colonia y la interior (azul) entre 200 — 400 pm. b)

Histogramas de las dreas de las células ubicadas dentro de las regiones anulares descriptas
en (a) de una CQR-C propagindose en medio gelificado a t = 19000 min.
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Figura 2.7: a) Esquema de las regiones rectangulares de 2000 x 200 pm? utilizadas para

determinar el drea celular en una CQL creciendo en medio estandar o gelificado. La region

mds exterior comprende una franja que se extiende desde el borde hasa 200 pm hacia el

interior de la colonia, la region intermedia desde 200 a 400 pm del borde y la mds interior

estd entre 400 — 600 pm. b) Histogramas de las dreas de las células ubicadas en las regiones

rectangulares del borde de una CQL propagandose en medio estdndar y gelificado a t = 7200
man.
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Figura 2.8: Datos cinéticos normalizados para CQRs creciendo en medios de cultivo con 0
< cepe < 2.5%. a) Poblacion celular promedio normalizada. b) Radio promedio normalizado.
c¢) Radio promedio normalizado y raiz cuadrada del drea celular promedio normalizada. Ny,
Ry, Acero, corresponden a la poblacion promedio inicial, radio promedio inicial y drea celular

promedio inicial, respectivamente.



CAPITULO 2. Metilcelulosa 126

6 T | T
£ E, i
‘TC " ~
€, L o
£ .7
-

- R ~
. ¥ 7
o 2 — s ]
h E/

0 | | L

0,3 0,6 0,9 1,2
0 /cp

Figura 2.9: Ss500, la pendiente d < R/Ry > /dt a t = 3500 min tomada de la figura 2.8,
en funcion de la inversa de la viscosidad dindmica (n=') del medio de cultivo.

a < Vg > constante y sélo se apartan de la linealidad los datos a tiempos cortos. Asimismo,
la constante de primer orden < kr > disminuye ligeramente con cyic, aunque en este caso
no se observa un descenso abrupto en el medio gelificado como ocurria con < ky >.

El radio promedio de una colonia quasi-circular 2D puede aumentar debido al incremento
del nimero o al aumento de tamano de las células. Si las células se consideran aproxima-
damente circulares, el radio promedio de la colonia esta relacionado al ntimero y al radio
promedio de las células. Ademas, el radio de las células serd directamente proporcional a la
raiz cuadrada del drea celular. En el rango 3000 < ¢t < 10000 min, el radio promedio de la
colonia normalizado (< R/Ry >) y la raiz cuadrada del area celular promedio normalizada
(< Acer/Acer o >/ 2) de las colonias creciendo en medio gelificado caen en la misma curva
(Figura 2.8c). Este hecho indica que el crecimiento del frente de la colonia esta gobernado
principalmente por el aumento del area (y radio) celular promedio.

La relacion < ky > / < kg > para las colonias que se propagan en medios conteniendo
eme = 05% y eme = 1.0% (medios de cultivo formando soles de metil celulos) es algo
mayor a la resultante para el medio con ¢y = 0%, pero decrece abruptamente para el
medio gelificado (Tabla 2.1). El hecho de que en los medios soles la tasa de duplicacién
no disminuya tanto como la expansion radial de la colonia parece consistente con cierto
efecto de “frenado” al desplazamiento de las células que ejerce la metil celulosa, efecto que
se vuelve mayor a medida que se incrementa cyc. Para analizar mejor esto, se grafico la
pendiente de la curva < R/ Ry > en funcién del tiempo a t = 3500 min (S3500, corresponde
a la velocidad de crecimiento radial instantdnea en ese tiempo) en funcién de la inversa
dela viscocidad dindmica de los medios de cultivo (7!), obteniéndose una relacién lineal
(Figura 2.9). Es importante notar que a ¢ = 3500 min, las colonias crecen con un régimen
exponencial, las células tienen un tamano aproximadamente constante y la influencia de las
células “agrandadas” es pequena. Bajo estas circunstancias, la disminucion de < kr > con
cve estd determinada principalmente por la estructura y propiedades hidrodindmicas del
medio de cultivo.

En otra serie de experimentos, se estudié la propagacién de CQR-C, primero en medio
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Tabla 2.1: Constantes cinéticas de primer orden < ky > y < kr > para CQRs en medios
con distintas concentraciones de MC.
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Figura 2.10: Dependencia del radio promedio de la colonia < R > y de la region central
3D de CQR-Cs con el tiempo de crecimiento. La flecha indica el momento en que se cambio
el medio estandar por medio gelificado.

estandar durante 1000 min, y luego se cambié a medio gelificado y se siguid el crecimiento
durante mas de 20000 min. En el medio gelificado, los graficos de < R > en funcién de ¢
muestran 2 lineas rectas, la primera a ¢ < 6000 min con una pendiente de 0.090 £ 0.005
pm min~! y la segunda a partir de t = 6000 min con una pendiente de 0.064 £ 0.005
pm min~! (Figura 2.10). Este cambio se asocia con la formacién de una barrera de células
“agrandadas” en el borde de la colonia que frena el crecimiento del frente. El efecto de las
propiedades fisicoquimicas y reoldgicas del medio combinado con el que genera la barrera de
células “agrandadas”, resulta en un efecto cooperativo que retrasa o frena la propagaciéon
del sistema. La velocidad de crecimiento del frente en medio gelificado para t > 6000 min
resulta 3 veces menor que los 0.20 & 0.02 gm min~! encontrados para las CQR-C en medio
estdandar. Ademas, la expansion radial del nicleo 3D en funcién del tiempo también sigue
una relacién lineal. La velocidad de crecimiento es de 0.055 & 0.005 gm min~! para t >
6000 min, un valor similar al del borde de la colonia. La coincidencia de estos valores de
velocidad sumados a la baja tasa de duplicacion celular en el medio gelificado sugieren que
la expansion de la colonia podria involucrar también el desplazamiento de las células desde
la region interior hacia la regién del borde de la colonia, generando una corona efectiva 2D
de espesor constante que crece influenciada por estos efectos cooperativos de “frenado”.
Las CQLs crecen con velocidad constante tanto en el medio estandar como en el gelificado,
con valores de < Vy > = 0.220 £ 0.003 pym min~! y < Vp > = 0.126 £ 0.003 gm min~!
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Figura 2.11: < h > en funcion del tiempo de CQLs en medio estindar y medio gelificado.

respectivamente (Figura 2.11). La < Vp > de las CQLs en medio estandar es similar a la
de las CQR-Cs, cuyo valor es 0.20 & 0.02 pgm min~!. Sin embargo, cuando ambos tipos
de colonias se propagan en medio gelificado, la velocidad de la colonia con geometria lineal
resulta casi el doble de la de la colonia con geometria circular (0.126 £+ 0.003 pm min~*
contra 0.064 £ 0.005 gm min~! para ¢ > 6000 min). Esta diferencia puede deberse al mayor
numero y al mayor tamano de células “agrandadas” en las CQR-Cs respecto a las de las
CQLs, lo que generaria un mayor efecto “frenado” en el avance del frente (Figura 2.6 y 2.7).

2.2.4. Analisis de la duplicacién celular mediante inmunohisto-
quimica

La duplicaciéon celular juega un papel importante en los cambios espacio-temporales que
acompanan el crecimiento 2D de las colonias tanto en medio estandar como en medio gelifi-
cado, como puede observarse en las tinciones de Ki-67 de los cultivos. Ki-67 es una proteina
estrictamente asociada con la proliferacion celular y esta presente durante todos las fases
activas del ciclo celular (G4, S, G5 y mitosis) y ausente en las células en reposo o quiescentes
(Go) [2.15].

Practicamente todas las células de las colonias creciendo en medio estandar presentan, si
bien en diferentes niveles, expresion de Ki-67 (Figura 2.12). Este resultado era de esperar ya
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Figura 2.12: Imagenes de la region del borde de colonias de células Vero en medio estandar
y medio gelificado tenidas para el antigeno Ki-67.

que células de una linea celular continua como las Vero pueden duplicarse indefinidamente
en las condiciones adecuadas de cultivo. Sin embargo, las colonias con medio gelificado sélo
presentan pequenos grupos de células tenidas (es decir, activas para la duplicacién) y las
células “agrandadas” parecen inactivas para la duplicacion celular. Esta inhibicién de la
duplicacion celular es consistente con la disminucién de < ky > a medida que cy¢ aumenta.

2.2.5. Movilidad celular en las colonias quasi-lineales

Las CQLs presentan la configuracién mas adecuada para evaluar los componentes de
velocidad paralelos y perpendiculares al frente. Por este motivo se obtuvieron las trayectorias
de las células individuales de las secuencias de seguimiento in situ de CQLs tanto en medio
estandar como en medio gelificado.

Las trayectorias de las células de las colonias en medio estandar tienden a ser bastante
caodticas en las regiones mas alejadas del frente y son bien direccionales en la regién del
borde (Figura 2.13a). La distribucién de los componentes de velocidad perpendiculares al
frente muestra un pico ancho corrido hacia valores positivos, con velocidades con valores
levemente negativos y cercanas a 0 para las células del interior de la colonia, y velocidades
que alcanzan los 0.4 gm min~! para las células en la regién del borde (Figura 2.13b). Ademas,
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puede apreciarse que en el borde las células describen trayectorias coordinadas, reflejando
movimientos en cierto grado colectivos. Estas diferencias estan en parte relacionadas con las
distintas densidades en distintas regiones de la colonia.

Las células de las colonias que se propagan en medio gelificado presentan en los prime-
ros estadios trayectorias méas cortas (Figura 2.13c) y una distribucién de componentes de
velocidad perpendicular més estrecha. El maximo de la distribucién esta desplazado hacia
la derecha, aunque menos que para el caso del medio estandar (Figura 2.13d). Ademés las
trayectorias parecen ser mas independientes unas de otras, por lo que el movimiento colec-
tivo de las células en medio gelificado es menor. A tiempos largos comienzan a aparecer las
células “agrandadas” en las CQLs que se propagan en medio gelificado. Estas células tienen
una trayectoria corta y se desplazan lentamente, actuando de barrera para las células que
se encuentran detras de estas, impidiendo que avancen libremente en la direccién del fren-
te (Figura 2.13e). Las células de tamano regular que se encuentran alrededor de la célula
“agrandada” tienden a rodearla, generando trayectorias sesgadas en la direccion paralela al
frente. Los histogramas de velocidad perpendicular al frente muestran dos maximos, uno en
valores algo menores a (0 producto de las células detras de la célula grande que no pueden
avanzar y otro a valores positivos que se origina en las células de tamano regular que la ro-
dean (Figura 2.13f). Por lo tanto, la presencia de células “agrandadas” en la regién del borde
de la colonia produce componentes atipicos de las trayectorias individuales de las células de
tamano regular.

El hecho de que la movilidad individual de las células en el medio gelificado sea menor
que en el medio estandar confirma la influencia de las caracteristicas reolégicas del medio
tanto en la movilidad celular como en el crecimiento del frente, al menos a tiempos cortos.
Los graficos doble logaritmicos de msd en funciéon de Atg muestran una relacion lineal para
ambos medios, aunque el valor del msd para cada intervalo de tiempo siempre es superior
en el medio estandar que en el medio gelificado (Figura 2.14). Esto indica que la movilidad
celular individual también es mayor en el medio estandar que en el gelificado, de acuerdo con
lo que se habia observado en los histogramas de componentes de velocidad perpendicular al
frente. El valor de la pendiente de la relacion lineal entre el log msd y log Aty calculado
a intervalos de tiempo pequenos es de 1.46 4+ 0.04 para el medio gelificado y 1.65 4+ 0.04
para el medio estandar. Estas pendientes con valores entre 1 (correspondiente al movimiento
aleatorio) y 2 (correspondiente a un movimiento balistico) indican que el movimiento de las
células de las colonias en medio estandar es mas direccional y balistico que aquellas en medio
gelificado.

La velocimetria por anélisis de imédgenes de particulas (PIV) permiti6 obtener los campos
de velocidad de las colonias creciendo en medio estandar y medio gelificado. Los campos
obtenidos se dividieron en dos regiones de aproximadamente 600 pym de largo, una en el
borde de la colonia y otra en una region interior (Figura 2.15a). Los vectores de velocidad de
la region interior de la colonia que se propaga en medio estandar son cortos y no muestran
una direccion preferencial, mientras que en el borde los vectores son mas largos y orientados
en direcciéon perpendicular al frente. Lo contrario ocurre con los vectores de velocidad de
colonias en medio gelificado a ¢ = 4800 min, ya que se observa una mayor orientacién en
la regién interior que en la del borde (Figura 2.15a). En medio gelificado a t = 540 min
el comportamiento es intermedio a los dos descriptos anteriormente, con algunos grupos de
células orientadas tanto en el borde como en el interior de la colonia.

La presencia de MC en el medio disminuye notablemente el movimiento colectivo de
las células en el borde. Los histogramas de angulo de los vectores permiten cuantificar el
comportamiento observado en los campos de velocidad (Figura 2.15b). Valores cercanos a
90 ° indican vectores en la direcciéon y sentido del avance de frente, mientras que valores
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Figura 2.13: Trayectorias celulares individuales y distribuciones del componente de veloci-

dad perpendicular (componente y) al frente para CQLs en: (a, b) medio estindar y (c, d, e,

f) medio gelificado. El sequimiento comenzé a t = 1050 min (a , b), 540 min (c, d) y 4800
min (e, f) y el At = 30 min.
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Figura 2.14: Grdficos doble logaritmicos del msd promedio de células individuales en funcion

de Atg. Se utilizaron las trayectorias de células presentes en el borde de CQL. Las lineas con

pendiente 1, correspondiente a un movimiento aleatorio, y 2, correpondiente a un movimiento
balistico, sirven de guia.

cercanos a 270 ° indican vectores en la direccion perpendicular al frente pero en sentido
contrario. Los vectores paralelos al frente estan representados por angulos cercanos a 0 ° (y
360 °) cuando apuntan en un sentido y por dngulos préximos a 180 ° cuando apuntan en el
otro.

La distribucion de angulos de los vectores en la region interior de colonias en medio
estandar muestra una distribucién que se extiende entre 0 ° y 360 °, indicando que las células
se mueven en todas las direcciones, aunque hay cierta preferencia en los dngulos entre 0 °
y 180 °. Por otro lado, en la regiéon del borde se observa un marcado pico alrededor de 90
°, por lo que practicamente todas las células se mueven en direcciéon del avance del frente.
Los vectores de la regién interna de las colonias en medio gelificado aumentan de tamano y
se orientan en la direccion del crecimiento del frente a medida que el ¢ aumenta de 540 a
4800 min. Esto se observa con un incremento en la frecuencia de los dngulos en el intervalo
0 — 150 °, que es coherente con los grupos de células orientadas que se van generando en
la region interna de la CQL observados en la figura 2.5. El proceso inverso ocurre con los
vectores de la region del borde de las colonias en medio gelificado. A medida que transcurre
el tiempo, los vectores de velocidad se vuelven maés pequenos y pierden su orientacion, lo
que se ve reflejado en el achatamiento del pico a 90 ° y la aparicién de vectores con angulos
fuera del rango 45 — 135 °. Esto es coincidente con el efecto retardante constituido por el
aporte de la reologia del medio y la presencia de células “agrandadas” que se comportan
como obstaculos al desplazamiento de las células regulares.

2.2.6. Analisis de escalado dinamico

Se graficaron los datos de rugosidad de colonias creciendo en medio estandar y gelificado
(Figuras 2.3, 2.4 y 2.5) en funcién de L (Figura 2.16) y de ¢ (Figura 2.17).

A partir de los datos de w en funcién de L se calculé el valor del exponente «, que resulto
ser de 0.50 para las CQLs en medio estandar y de 0.63 para las CQLs en medio gelificado
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Figura 2.15: a) Campos de velocidad de CQLs en medio estindar a t = 1100 min y medio
gelificado a t = 540 min y t = 4800 min luego de remover la mdscara de Teflon. b) Histogra-
mas de angulos de los vectores de velocidad en distintas regiones de CQLs en medio estandar
y gelificado. Puede observarse como aumenta la proporcion de vectores con dngulos entre 0y
150 ° en la region interior de las colonias al ir de medio estandar a medio gelificado t= 540
min y t = 4800 min. El fendmeno inverso se observa en los vectores de la region inversa.
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Figura 2.16: Grdficos doble logaritmicos de w en funcion de t para CQLs en medio estdndar
(a) y medio gelificado (b).

(Figura 2.16).

Los datos de w en funcién de t de las distintas curvas se colapsaron utilizando las re-
laciones de escalado de Family-Vicsek (Figura 2.17). Las curvas de las colonias en medio
estandar colapsaron con valores de o = 0.50 y z = 1.5 y las de las colonias con medio
gelificado con a = 0.63 y z = 0.81. Las pendientes de las curvas permitieron obtener los
exponentes de crecimiento, con valores de § = 0.33 y § = 0.75 para el medio estandar y
gelificado, respectivamente.
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Figura 2.17: Grdficos doble logaritmicos de las relaciones de escalado de Family-Vicsek de
las rugosidades de CQLs en medio estdndar (a) y medio gelificado (b).
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2.3. Discusion

2.3.1. Influencia de las heterogeneidades espacio-temporales en la
propagacion de colonias 2D

La evolucién morfolégica de las colonias de células Vero en medios con distintas con-
centraciones de metil celulosa muestran heterogeneidades espacio-temporales manifestadas
a nivel celular y a nivel de la colonia. El tamano, la morfologia y la orientacion de las células
dependen tanto de la concentracion de MC como de la posicién en la colonia y del tiempo
de crecimiento.

Colonias quasi circulares (CQRs)

Las CQRs en medio estandar en general inician su propagacién a partir de un conjunto de
células con caracteristicas homogéneas y permanecen practicamente constantes en términos
del tamano promedio de las células y la densidad celular local, cuando N es bajo (Figura
2.1). A medida que el nimero de células y la concentracién de metil celulosa aumentan, las
heterogeneidades empiezan a jugar un papel méas importante en la cinética de crecimiento.
Esto se pone de manifiesto por la transiciéon de una cinética de crecimiento exponencial a una
de crecimiento a < V' > constante con el aumento del nimero de células. Esta transicién
ocurre a tiempos mas cortos al aumentar cyc. Tanto ky como ki disminuyen a medida que
se incrementa la concentracién de metil celulosa (Tabla 2.1). Esto indica que las propiedades
reolégicas del medio de cultivo ejercen un efecto de “frenado” en la propagacion de las
colonias producido como consecuencia de la disminucion de la tasa de duplicacién y de la
movilidad celular. En el medio gelificado ky << kg y el crecimiento del tamano de la colonia
se debe principalmente al aumento del tamano de las células.

A medida que cyc aumenta, la transicion cinética de crecimiento exponencial a < Vg >
constante ocurre a tiempos mas cortos y comienzan a aparecer células grandes en el borde
de la colonia al final de la fase exponencial. Luego de la transicion, la colonia posee una
region central de alta densidad celular con crecimiento 3D rodeada de una region anular 2D
con células de tamano regular y células “agrandadas”. Las células de tamano regular de la
region anular exterior son las que contribuyen mayoritariamente a la expansion de la colonia
mediante sus desplazamientos y, aunque un tanto reducidas, duplicaciones (Figuras 2.1, 2.8,
2.10 y 2.11).

La expansion de las colonias en medio estdndar estd de acuerdo con varios modelos pro-
puestos para describir el crecimiento de agregados celulares in vitro [2.16]. En estos modelos,
las células sufren inhibicién por contacto cuando la densidad local alcanza ciertos valores
criticos. Esta inhibicion de la duplicacién celular ocurre cuando las células dejan de moverse
y sus areas disminuyen debido a las restricciones mecénicas locales [2.17].

La presencia de metil celulosa en el medio de cultivo ejerce un efecto retardante o de
“frenado” en la propagaciéon de las colonias. Dependiendiendo de la edad de la colonia,
pueden distinguirse dos tipos de efectos de “frenado”. Un efecto tipo I que aparece a tiempos
cortos y se relaciona con la estructura compleja del medio de cultivo y un efecto tipo II que
aparece a tiempos largos vinculado a las células “agrandadas”.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los medios de cultivo que contienen MC son res-
ponsables del efecto tipo I. La MC posee un grado intermedio de sustitucion de sus grupos
OH por grupos metoxi y en soluciéon acuosa genera una estructura tipo caja rodeando estos
grupos hidrofébicos, que aumenta yendo desde el sol al gel [2.12, 2.18, 2.19]. Esta estructura
aumentaria el coeficiente de friccién relacionado a los desplazamientos y deformaciones de



CAPITULO 2. Metilcelulosa 137

las células. Esto es consistente con la relacién lineal entre la velocidad de avance del frente y
la inversa de la viscosidad dindmica (Figura 2.9). El efecto tipo II se observa principalemente
en las CQR-~Cs y CQLs y se discutird a continuacion.

Colonias quasi circulares con elevado nimero de células (CQR-Cs)

En las CQR-Cs en medio gelificado, las células “agrandadas” forman una especie de
barrera que perturba la movilidad de las células de tamano regular hacia el frente de la
colonia (Figuras 2.2 y 2.6). Estas células “agrandadas” resultan practicamente inméviles
y son inactivas para la duplicacién celular (Figuras 2.12 y 2.13). Desde un punto de vista
fisico, se comportan como obstaculos quasi-fijos que fuerzan a las células de tamano regular a
realizar trayectorias mas largas y sesgadas para rodearlas y avanzar hacia el frente (Figuras
2.13, 2.14 y 2.15). El efecto de “frenado” tipo II estd relacionado a la aparicién de estas
células “agrandadas” que en promedio frenan progresivamente el avance del frente (Figuras
2.2 y 2.6). Los valores de < Vy > tanto del borde 2D de la colonia como de la regién
central e intermedia 2D /3D resultan muy similares (Figura 2.10). Teniendo en cuenta esto
y la baja tasa de duplicacion en las colonias en medio gelificado, es probable que las células
de los dominios 3D desciendan a la region 2D, interactuen con el substrato y participen en
la expansion de la colonia.

Colonias quasi lineales (CQLs)

En las CQLs, las células “agrandadas” en la regién del borde se comportan de un modo
similar a las descriptas para las CQR-Cs, aunque en el caso del frente quasi-lineal la capa
de células grandes es bastante discontinua, actuando como obstaculos con pequenos espacios
libres entre ellos. A tiempos largos, los histogramas de areas celulares de las CQLs que se
propagan en medio gelificado presentan dos maximos (Figura 2.7). Estos maximos indican
la existencia de dos poblaciones celulares, una de tamanos regulares y otras “agrandadas”
con areas b veces mas grandes que las normales.

Las trayectorias celulares y los campos de velocidades muestran que las células grandes
presentes en el borde de la colonia producen un importante sesgo en la movilidad de las
células de tamano regular en la direccién paralela al frente (Figuras 2.13 y 2.15). A medida
que las células de tamano normal se mueven hacia el frente de la colonia, tienden a adquirir
formas elongadas debido a restricciones locales de espacio (Figuras 2.3, 2.4 y 2.5). Los datos
de movilidad confirman que las fuerzas de fricciéon generadas en el medio gelificado, asi como
la presencia de células “agrandadas”, influencian en gran medida la magnitud y orientacién
local de los vectores de velocidades celulares. La deformacion del medio de cultivo gelificado
en direccién del desplazamiento del frente induce la orientacion colectiva de las células en la
region interior de la colonia, algo contrario a lo observado en el medio estandar donde las
células del interior no tienen direcciones preferenciales (Figuras 2.4, 2.5 y 2.15).

2.3.2. Modelos de Potts celulares que describen los resultados ex-
perimentales

Los CPM consideran que las interacciones biofisicas y moleculares individuales entre las
células contribuyen a la energia libre de todo el sistema. Entonces, la evaluacién de la energia
libre del sistema a distintos tiempos permite determinar la probabilidad de que ocurra un
proceso global. Ciertos CPM generalizados tienen en cuenta diversos factores, tales como
el ciclo de duplicacion celular, la inhibiciéon por contacto, las interacciones célula-célula y
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célula-medio de cultivo, las propiedades del medio de cultivo, los cambios de energia libre
asociados con la forma y tamano celular y hasta la energia asociada a la movilidad celular
[2.8]. Diversos autores utilizaron simulaciones basadas en CPMs para estudiar los efectos
individuales y combinados de la compresion, la inhibicién por contacto y la movilidad en los
tamanos celulares y el crecimiento de las colonias. Encontraron que cuando la compresion
celular se mantuvo constante, se observd que las celulas que se movian rapidamente tenian
morfologias ahusadas y que el frente de la colonia crecia rapidamente. También se observé que
a mayor cantidad de espacio disponible, mayor era el tamano celular. Por otro lado, cuando la
compresion celular era baja y la movilidad restringida, como en el caso de las células presentes
en el borde de la colonia con baja densidad celular en medio gelificado, se obtuvo una
distribuciéon bimodal de tamanos celulares. Este marco tedrico es cualitativamente consistente
con los datos experimentales presentados (Figuras 2.7, 2.8 y 2.13). En el medio gelificado,
la presencia de los efectos de “frenado” dificulta la movilidad celular, las macromoléculas de
MC disminuyen las interacciones célula-célula y el histograma de tamanos celulares muestra
dos maximos.

Las trayectorias celulares son cualitativamente consistentes con las predicciones de los
modelos de Potts publicados recientemente [2.7].Estos modelos describen corrientes de mo-
vimientos colectivos en monocapas epiteliales [2.20], y permiten concluir que la adhesién
intercelular modula el grado en que grupos de células se mueven colectivamente en una mo-
nocapa. La disrupcién de los complejos de adhesion entre las células disminuye el ancho
de las corrientes de células moviéndose colectivamente. Esta explicacién podria aplicarse al
desorden de los movimientos celulares y al incremento en la rugosidad del frente de la colonia
en el medio gelificado, incluso en ausencia de células grandes (Figuras 2.4, 2.13 y 2.15). La
estructura de la MC interactia con las membranas celulares disminuyendo las interacciones
célula-célula en el borde de la colonia [2.21], que resultan menores que en las regiones mas
interiores de la colonia.

El analisis realizado, aunque cualitativo, revela que las heterogeneidades espacio-temporales
afectan los procesos que ocurren tanto a nivel celular como de la colonia y sugieren la po-
sibilidad de unir las caracteristicas de la movilidad celular individual con la dindmica de
expansion 2D de la colonia como un todo. En esta linea, se desarrollaron diversos modelos
multiescala que permiten obtener ecuaciones de transporte continuas y no-lineales a par-
tir de propiedades microscopicas que ocurren a nivel celular, derivadas del formalismo de

CPM [2.4, 2.5].

2.3.3. Dinamica de rugosado de frentes de colonias 2D de células
Vero

La evolucién de la rugosidad de las CQLs en medio estdndar y gelificado se estudié
mediante analisis de escalado dindmico (AED, Figura 2.17). E1 AED indica que el crecimiento
en medio estandar, dentro del rango de tiempo 1400 < ¢ < 10000 min y para longitudes de
frente en el rango 150 < L < 20000 pm, arroja un conjunto de exponentes a = 0.50 + 0.05 y
B = 0.33 £ 0.04. Estos exponentes son consistentes con las predicciones del modelo estandar
de KPZ, a = 0.50 + 0.05, 5 = 0.33 y z = 1.5 [2.22]. Por otro lado, para las colonias creciendo
en medio gelificado dentro de los rangos 5000 < ¢ < 10000 min y 200 < L < 20000 pm, se
encuentra un conjunto de exponentes o = 0.63 £ 0.04, 3 = 0.78 + 0.05 y z = 0.80 4+ 0.05.
Este conjunto de exponentes resulta similar al esperado para el modelo de KPZ con ruido
congelado (quenched-KPZ, QKPZ), es decir, « = 0.63 y = 0.90 [2.22, 2.23], que describe
el crecimiento de una fase condensada en un medio desordenado, segin la ecuacion:
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Donde:

(a) Estaria asociado con la parte o contribucién aleatoria de la movilidad celular.
(b) Estaria asociado al componente balistico de la movilidad celular.

(c¢) F eslafuerza impulsora, que en este caso se relaciona principalmente con la proliferacién,
la movilidad celular y el aumento de tamano de las células.

(d) Representa un ruido congelado que a diferencia del ruido térmico, n(x,t), su posicién
y fuerza de frenado es independiente del tiempo. Esta distribucién aleatoria de ruido
congelado o sitios de “frenado” es responsable del aumento local de la rugosidad del
frente y de la dindmica de crecimiento de la colonia en general (Figura 2.18a) [2.10,
2.23, 2.24].

El efecto de “frenado” tipo I estd asociado a una disminucién en la colectividad de los
movimientos celulares y a la inhibicion gradual de la proliferaciéon celular con el incremento
de cyie. Esto contribuye a una disminucion de F y también cooperaria con el efecto tipo II
en el término de ruido.

El efecto de “frenado” tipo II aparece una vez que se forman las células “agrandadas”
en el borde de la colonia. Estas células tienden a formar grupos que se comportan como
obstéculos de baja movilidad (o ruido congelado) e influyen en las trayectorias de las células
de tamano regular (Figura 2.18b). Las células de las colonias en medio gelificado tienen
trayectorias con una contribucion aleatoria mayor que las de las células creciendo en medio
estandar (Figura 2.14). Los campos de velocidad y los histogramas de dngulos de los vectores
de velocidad en la regién del borde (Figura 2.15) muestran que el flujo de células en direccién
del borde de la colonia disminuye con el tiempo. Este efecto esta de acuerdo con la transicion
de un modelo de KPZ en el medio estandar a un modelo QKPZ en el medio gelificado.

2.4. Conclusiones

A lo largo de este capitulo se describié la influencia de los cambios morfolégicos a nivel
celular y a nivel de la colonia en la dindmica de expansién de colonias quasi-circulares y
quasi-lineales 2D de células Vero en medios con distintas concentraciones de MC.

La cinética de expansién de colonias quasi-circulares con bajo nimero de células en
medios de cultivo con concentraciones de MC en el rango 0 < ¢y < 1%, sigue una cinética
de crecimiento de primer orden tanto para N como para < R >. A tiempos cortos, la
expansion de la colonia esté principalmente gobernada por la proliferacién celular. A su vez,
la proliferacion celular disminuye gradualmente a medida que cyc aumenta. A tiempos largos
en el medio gelificado, la proliferacién celular disminuye practicamente a 0 y el aumento del
tamano de las células en la region del borde es lo que determina la propagacion del frente.

A medida que la poblacion celular crece, se alcanza un régimen de crecimiento a < Vg >
constante. Los desplazamientos celulares, el aumento de tamano y la duplicacién celular
contribuyen a la fuerza impulsora del avance del frente. En el medio gelificado, esta fuerza
impulsora se ve en parte contrarrestada por efectos de “frenado” tipo I y tipo II, y sus
contribuciones dependen de N, cyic v t. El efecto de frenado tipo I se manifiesta a todo ¢
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h(x)

b)
h(x) F Células “agrandadas”

Figura 2.18: a) Esquema de una interfase (gris) creciendo con una fuerza impulsura F

en presencia de un ruido congelado (rojo). Adaptado de [2.25]. b) CQL creciendo en me-

dio gelificado. Las células “agrandadas’ (rojo) actian como un ruido congelado frenando el
crecimiento.
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y esta relacionado a la estructura del medio de cultivo, que inhibe la proliferacion celular
y disminuye la velocidad de las células. En cambio, el efecto de frenado tipo II aparece
a tiempos largos cuando las células grandes y lentas generan una barrera quasi-compacta
(CQR-C) o discontinua (CQL) en el borde de la colonia. Este efecto tipo II tiene singular
importancia en las colonias que se propagan en medio gelificado.

La distribucion local de tamanos celulares y los datos de movilidad son cualitativamente
consistentes con algunas de las predicciones de los modelos extendidos de Potts celulares,
particularmente cuando consideran senales mecanicas para la movilidad celular, la influencia
de las morfologias celulares en las distribuciones de densidades celulares y los efectos de las
adhesiones célula-célula.

Las caracteristicas de la movilidad celular cambian cuando se pasa del medio estdandar
al medio gelificado. También cambia el conjunto de exponentes criticos (o, 3, z) que carac-
terizan la dindmica de fluctuaciones de la rugosidad del frente de las colonias. El conjunto
de exponentes pasa de ser compatible con el modelo estandar de KPZ en medio estandar
a ser mejor descripto mediante el modelo QKPZ en el medio gelificado. Esta transicion en
la dindamica de rugosado de KPZ a QKPZ esta relacionada al término de ruido generado
principalmente por el efecto de frenado tipo II. Este efecto se manifiesta principalmente en
los cambios en las caracteristicas de movilidad celular, vinculando de cierta manera los cam-
bios ocurridos en la escala microscopica (movilidad celular) con aquellos que ocurren en la
escala macroscépica (crecimiento y fluctuaciones del frente). Estos resultados, al igual que
aquellos reportados por otros empleando simulaciones basadas en el formalismo de CPMs,
alientan a buscar la relacion entre las caracteristicas microscopicas y globales de la colonia
para entender mejor el comportamiento de los sistemas complejos.
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Capitulo 3

Modificacion del medio de crecimiento
mediante agentes solubles con
bioactividad

3.1. Introducciéon

La estimulacién del crecimiento y la movilidad celular juega un rol importante en muchos
procesos fisiologicos y patolégicos como la morfogénesis, el sanado de heridas o la propagacion
de tumores [3.1-3.4]. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) estimula un gran nimero de
tipos de células que estén involucrados en estos procesos biolégicos [3.5-3.8]. El EGF se une
a un receptor tirosin quinasa de la membrana plasmatica [3.9] y promueve la proliferacién y
migracién celular. Sin embargo, los mecanismos que desencadena el EGF dependen del tipo
de célula ya que las respuestas son diferentes en células normales y tumorales [3.10]. A partir
de ensayos de corte y cerrado de herida de células de epitelio intestinal se mostré que el
EGF induce una movilidad celular que genera numerosos agujeros en la regién repoblada, en
comparacién con otras biomoléculas que también estimulan la migracién celular [3.11]. De
hecho, inmediatamente despuies de una herida se secreta un grupo de factores de crecimiento
y conocer la influencia de cada uno en la movilidad celular es importante para interpretar
los mecanismos involucrados en el proceso de regeneracién [3.12].

Por otro lado, la movilidad de las células individuales se ve afectado tanto por EGF
soluble [3.13, 3.14] o inmovilizado sobre la superficie [3.15], aumentando el desplazamiento
colectivo de la monocapa. Existen moléculas de quimioatractantes que son capaces de guiar
la movilidad celular, uniéndose a receptores de membrana que activan senales intracelulares.
Si bien los mecanismos de movilidad celular inducidos por quimioatractantes en células
individuales se conocen en profundidad, los desplazamientos de grupos de células, que son
maés frecuentes que los individuales [3.16, 3.17], no son del todo comprendidos [3.18]. Ademés,
es importante tener en cuenta que las comunicaciones célula-célula aumentan la sensibilidad
de los sistemas celulares a los gradientes de quimioatractantes [3.18].

Se conoce que los desplazamientos colectivos ocurren mediante rafagas intermitentes en
ciertas regiones de la monocapa de células, similares a los observados en el flujo de liquidos
en sistemas porosos [3.19]. Este comportamiento es independiente del tipo de célula y de la
naturaleza del substrato. Existen otros tipos de comportamientos universales que ocurren
tanto en sistemas vivos como inanimados [3.20-3.22]. Las partes constituyentes de los siste-
mas vivos interactian de una manera cooperativa y determinan el comportamiento global
del sistema.

Existen numerosos estudios donde se describen las rutas bioquimicas del EGF y su re-
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ceptor [3.23, 3.24], sin embargo, poco se conoce acerca de los efectos de esta biomolécula
en la dindmica global de colonias de diferentes geometrias y poblaciones celulares [3.25]. En
este capitulo se estudia la propagacién del frente y la evolucién de la rugosidad de colonias
de distintas geometrias que permanecen confluentes en medios con distintas concentraciones
de EGF (cggr). Los resultados muestran que en ciertos intervalos de cggr, la dindmica de
crecimiento del frente depende del niimero de células y la densidad celular iniciales. Ademas,
la presencia de EGF induce numerosos cambios en el fenotipo de las células, alterando sus
caracteristicas morfologicas y de movilidad, el tamano y cantidad de contactos focales. Todos
estos cambios a nivel celular se traducen en cambios en todo el sistema que conforma la co-
lonia. En ciertas cgqr los desplazamientos celulares se vuelven mas balisticos y persistentes,
y aumenta la magnitud de los desplazamientos netos laterales o paralelos al frente. Estos
cambios producidos por la presencia de EGF influencian la dindmica de rugosado del frente,
que si bien cumple con las predicciones de la ecuacién estandar de KPZ como las colonias en
medio sin EGF, lo hace en otra escala de L y t. Mientras que en ausencia de EGF se cumple
en los rangos 0 < t < 10* min y 10> < L < 10% um, en presencia de 2 ng mL~! de EGF lo
hace en los rangos 0 < ¢t < 4500 min y 350 < L < 1800 um y en presencia de 10 ng mL™! de
EGEF lo hace en los rangos 0 < ¢ < 3200 min y similares valores de L. Ademads, la rugosidad
en ausencia de EGF satura en el rango de 200 < L < 400 pym y para L mayores aumenta
sin saturacién hasta al menos 6000 min. Por otro lado, en presencia de 2 o 10 ng mL~! de
EGF la rugosidad aumenta sin saturacion para L < 900 pm y para valores mayores de L se
alcanza la saturacién a ¢t < 3000 min.

3.2. Resultados

3.2.1. Colonias quasi circulares
Morfologia

Se estudid el efecto de la presencia de EGF en las CQRs, suplementando el medio de
cultivo con 0, 0.08, 0.4, 2 y 10 ng mL~* EGF y siguiendo las colonias por microscopia éptica,
desde los primeros estadios de crecimiento hasta 10000 min (Figura 3.1). Las CQRs con
Ny < 100 células y densidad celular < 0.0007 células pum? que se propagan en medio de
cultivo con cggr > 0.4 ng mL™! se disgregaron perdiendo confluencia, por lo que no puede
aplicarse la definicién de contorno que se dié en Materiales y Métodos y se tendran en cuenta
otros procesos. La tendencia a disgregarse es mayor a medida que aumenta cgqr. Este hecho
impide que pueda estudiarse la cinética de crecimiento de estas colonias mediante el radio
promedio, ya que la interfase medio-colonia se vuelve muy rugosa y dificil de definir, ademas,
se apartan considerablemente de la morfologia circular. Por este motivo, para estudiar la
cinética de crecimiento de colonias en medios suplementados con cggr > 0.4 ng mL~! son
necesarias colonias con mayor nimero de células y més compactas.

Respecto a las caracteristicas morfologicas de las células individuales, en presencia de
cpgr > 2 ng mL~! las dreas celulares fueron menores que en ausencia de EGF. Del mismo
modo, los contactos célula-célula disminuyeron con el tiempo y un mayor nimero de células
presenté filopodios de gran longitud. La tincién de la proteina vinculina aporté informacién
acerca de los contactos focales entre las células vecinas y entre las células y el substrato
(Figura 3.2). El ntimero de contactos focales aumenté y su tamano disminuy6 a medida
que la cpgr se increment6 de 0 a 2 ng mL~!. La distribucién de contactos focales también
dependié de cpgr. En las células en medio sin EGF la distribucién de contactos focales fue
homogénea en la region citoplasmatica alrededor del nicleo. En contraste, en presencia de
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Figura 3.1: Secuencia de imdgenes de CQRs con Ny similar, en medios de cultivo suple-
mentados con distintas concentraciones de EGF. Las cggr y el t al que fueron tomadas las
imdgenes se muestran en la figura.
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EGF un gran nimero de células presenté una distribucién asimétrica de contactos focales,
coincidente con una expansion asimétrica del citoplasma celular y del citoesqueleto de actina
(Figura 3.2).

En la figura 3.3 se muestran secuencias de iméagenes de colonias de células Hela tipi-
cas con Ny y densidades celulares adecuados para estudiar su dinamica de crecimiento en
medios suplementados con distintas concentraciones de EGF. En los primeros estadios de
crecimiento, para las colonias en ausencia de EGF (Figuras 3.1 y 3.3a), el drea celular pro-
medio permanecié practicamente constante, pero la densidad celular aumenté en el interior
de la colonia y disminuyé en la region del borde. Luego, en estadios més avanzados, pudo
distinguirse la aparicién de una incipiente fase 3D en el interior de la colonia.

Por otro lado, en las colonias que se propagan en medio de cultivo con cpgp = 0.4 ng mL™1
se observé una disminucion de la densidad celular en toda la colonia hasta aproximadamente
2000 minutos luego del agregado del medio suplementado con EGF. Luego, la densidad
celular aumentd, aunque permanecié bastante uniforme en toda la extensién de la colonia.
En la figura 3.3c se muestra una colonia con Ny ~ 1300 células y densidad celular cercana
a 0.00272 células pm~2 que se propaga en medio de cultivo con cggr = 10 ng mL™!. Esta
colonia presenta inicialmente una ligera disminucién de la densidad celular en las regiones del
borde y luego un gran aumento en la densidad en la region interior y la formacién de una fase
3D homogéneamente distribuida de células quasi-redondeadas de aproximadamente 10 pm
de diametro. Es importante destacar que la evolucion de la morfologia celular y la dinamica
de formacion de la fase 3D difieren considerablemente de las observadas en ausencia de EGF
0 a cggr relativamente bajas. En ausencia de EGF la fase 3D esta conformada por densos
agregados celulares, mientras que en presencia de EGF la fase 3D esta constituida por un
gran namero de células redondeades y disgregadas.

Cinética de propagacién de las colonias

Las CQRs de células HeLa con valores de Ny adecuados para obtener colonias confluentes
durante todo el tiempo de seguimiento permitieron comparar la cinética de crecimiento de
colonias en medios de cultivo suplementados con distintas cggr. Por este motivo, se siguieron
colonias con < Ry > en el rango 200-600 um y Ny > 75 células. La representacién de log <
R > versus el ¢t (Figura 3.4) permite apreciar mejor los cambios en la cinética de crecimiento.
Las colonias en medio sin agregado de EGF se siguieron durante aproximadamente 10 dias.
El crecimiento de < R > de la colonia en funcién de ¢ (Figura 3.4) siguié una cinetica quasi-
exponencial desde ty hasta t., pero para t > t. y < R > > < R, >, alcanz6 una velocidad
de propagacion constante. Esto 1ltimo puede observarse como una desviacién de la relaciéon
lineal entre el log < R > en funcién de ¢. De la relacién exponencial de los datos se obtuvo
una constante de velocidad promedio < kg > = 4.2 107 min—!.

El comportamiento del radio de la colonia es mas complicado en presencia de EGF. En
general, la velocidad de crecimiento del radio promedio de la colonia aumenta con cggr, pero
exhibe comportamientos que dependen de Ny y de la densidad celular. Las CQRs en medio
con cpgr = 0.08 ng mL~! muestran una dependencia de < R > versus ¢ similar a la observada
en colonias en medio sin EGF. La cinética de crecimiento de estas colonias también presentd
un régimen exponencial de la velocidad de avance del frente seguido de uno a velocidad
constante. Para densidades iniciales relativamente bajas, como 0.0011 y 0.00071 células pm ™2,
durante los primeros estadios de crecimiento (¢ < 3500 min) se observ6 un incremento de la
velocidad de avance del frente (< Vg >) més rédpido que el esperado de la relacién exponencial
de < R > en funcién de t. Las colonias mas grandes y compactas no presentaron esta cinética
de crecimiento supraexponencial. Ademas, a valores mayores de Ny o de densidad celular de
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Figura 3.2: a) Imdgenes de fluorescencia del citoesqueleto de actina, la proteina vinculina

y la composicion con la tincion del nicleo de las células en medios de cultivo con cggr =

0,2 ng mL™*. b) Densidad de contactos focales en células sembradas en medio de cultivo con
cegr = 0, 0.4 y 2,0 ng mL™t.
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a) O0min 5610 min 9220 min 18130 min

A

b) 0 min 1760 min 5870 min

c) Omin 2830 min 5300 min

Figura 3.3: Fvolucion del crecimiento de CQRs en medios de cultivo suplementados con
crar: a) 0;'b) 0.4; y ¢) 10 ng mL™".
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Figura 3.4: Grdficos de log < R > en funcion de t para CQRs de células HeLa en medios

de cultivo suplementados con distintas cggr. Se muestran ampliadas las curvas a tiempos de

crecimiento cortos para facilitar la observacion del comportamiento exponencial o supraez-
ponencial.
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la colonia, menor es t.. Las colonias con Ny ~ 1700 células presentaron sélo la cinética a
< VF > constante, independientemente del tiempo de crecimiento.

Las colonias en medio de cultivo con cggr = 0.4 v 2 ng mL~! y valores similares de N,
y densidad celular presentaron una relacién supraexponencial de < R > en funcién de t en
el intervalo de tiempo 0 < ¢t < 2000 min. Este comportamiento también se observo para las
CQRs en cpgr = 10 ng mL~! v ¢ < 2500 min. Luego de este breve periodo de tiempo, se
alcanza el régimen de crecimiento exponencial. A diferencia de las CQRs con cggr = 0 ng
mL~! donde la cinética de propagacién se mantenfa exponencial para < R > < 300 — 400
pm, para 0.4 < cggr < 10.0 ng mL™! la transicién cinética del régimen exponencial al de
< Vg > constante ocurre a < R > superiores a 1000 pm.

Para visualizar mejor el apartamiento del crecimiento exponencial en los estadios iniciales
del crecimiento, en la figura 3.5 se graficaron curvas tipicas de log < R > en funcion de ¢
para CQRs en medio de cultivo con cggr = 0, 0.4 v 10 ng mL™! y se incluyeron imégenes
tipicas de la evolucién de una CQR en medio de cultivo con cgar = 0.4 ng mL~!. La colonia
en medio sin EGF muestra inicialmente una relacion lineal entre log < R > y el tiempo
de crecimiento, asociado con el régimen cinético exponencial. Luego, al alcanzar valores de
< R > cercanos a 300 um se aparta de la relacion lineal, lo que esta relacionado con la
transicién al régimen cinético de < Vy > constante. En contraste, en presencia de EGF
tanto cggr = 0.4 ng mL™! como cggr = 10 ng mL~!, puede observarse un comportamiento
supraexponencial en los primeros estadios de crecimiento, seguido del ya mencionado régimen
exponencial. Este apartamiento del régimen exponencial a tiempos cortos puede relacionarse
con la disminucién de la densidad celular en las colonias para t entre 0 y 20 horas (Figura
3.5). Ademads, puede observarse que a mayor cggr mayor es el valor de < R > necesario
para alcanzar el régimen cinético < Vg > constante. En la figura 3.5 se incluye, ademas, la
representacion de la ecuacién propuesta por Drasdo et. al. [3.26] modificada para describir
la contribucion de la migracion celular en los estadios iniciales y a tiempos maés largos la
transicion de régimen cinético exponencial a < Vg > constante. Este tema se trata luego en
mayor profundidad.

En resumen, la cinética de crecimiento de las colonias depende del valor de cggr, del
radio inicial y de la evolucion de la densidad celular en la colonia. El desarrollo de hete-
rogeneidades espacio-temporales acompana el crecimiento de la colonia. En la tabla 3.1 se
muestran < Ry >, < Ny >, la densidad celular inicial y el tipo de cinética de crecimiento
que tienen las colonias creciendo en medios de cultivo con distintas cggr. Valores altos de
Ny v densidades iniciales favorecen la transicién cinética del régimen exponencial a < Vg >
constante. Ademas, el t. al que ocurre la transicién aumenta con cggr. La presencia de EGF
modifica la cinética global de crecimiento mediante el incremento de la tasa de duplicacién
celular y la dispersion de las células, y su influencia depende de la poblacién y densidad
celular iniciales. Se puede inferir que la dispersion se relaciona con un aumento en la movi-
lidad celular y cambios en las interacciones célula-célula y célula-substrato. Estos cambios
en el fenotipo celular inducidos por el EGF se reflejan en la cinética de crecimiento de las
CQRs, que exhiben un régimen supraexponencial a tiempos cortos, un aumento general en
la velocidad de crecimiento y un aumento del ..

La evoluciéon de los perfiles de densidad celular de CQRs en medio de crecimiento con
cear = 0.4y 2 ng mL~! (Figura 3.6) depende de Ny y de la densidad celular inicial, lo que es
consistente con las caracteristicas cinéticas descriptas. Las colonias con bajo Ny (152 células)
y alta densidad celular (0.00131 células pm™2) mostraron un descenso abrupto de la densidad
celular seguido de un incremento sostenido hasta alcanzar a ¢ ~ 5000 min valores similares
o superiores a los observados a ty. Esta disminucién de la densidad celular observada en los
perfiles de la figura 3.6, se relaciona con el comportamiento supraexponencial de < R > en
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Figura 3.5: Grdficos de log < R > en funcion de t para cggr = 0, 0.4 y 10 ng mL~t. Los

trazos discontinuos en verde y rojo corresponden a la adaptacion de las ecuaciones propuestas

por Drasdo et. al. [3.26] (los detalles se incluyen en el texto). Se incluyen las imdgenes

relacionadas a los regimenes cinéticos distintivos de la evolucion de una colonia en medio

con cpgr = 0.4 ng mL~t. En las imdgenes aumentadas pueden apreciarse los cambios en la
morfologia y densidad celular.
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’ CEGF ‘ Ry / mpu ‘ No ‘ p /| células p

m—?2 ‘ Cinética de crecimiento

0.08 | 135 63 0.00110 SE, E
0.08 | 182 74 0.00071 SE, E
0.08 | 299 | 360 0.00128 E, C
0.08 | 308 | 523 0.00175 E, C
0.08 | 510 | 1637 0.0200 C
0.4 184 | 202 0.00190 SE, E
0.4 192 152 0.00131 SE, E
0.4 317 | 249 0.00079 SE, E
0.4 322 | 495 0.00152 SE, E
0.4 429 | 430 0.00074 SE, E, C
2 162 84 0.00101 E, C
2 215 | 374 0.00257 SE, E
2 273 97 0.00041 E

2 291 261 0.00081 SE, E
2 387 | 1234 0.00262 C

2 457 | 934 0.00142 E

2 552 | 852 0.00089 E

2 399 | 515 0.00103 E, C
10 396 | 1338 0.00272 SE, E, C
10 502 | 1425 0.00180 E, C

153

Tabla 3.1: Condiciones iniciales y caracteristicas de la cinética de crecimiento de colonias
en medios de cultivos con distintas cggr. Se incluyen el radio < Ry >, el niumero de células
< Ny > vy la densidad celular (poy) iniciales de la colonia. Las colonias presentaron una
cinética de crecimiento supraexponencial (SE), exponencial(E) y/o con < Vg > constante

(C).

funcién de t en los estadios iniciales de crecimiento y también puede apreciarse en la secuencia
de imagenes de la figura 3.5. Por el contrario, para las colonias con alto Ny (430 células) y
baja densidad inicial (0.00074 células um~=2) y medio de cultivo con cggr 0.4 ng mL~!, no se
observa un descenso abrupto de la densidad celular en los estadios iniciales de crecimiento.
Paralelamente, la curva de log < R > en funcién de ¢ solo muestra un régimen de crecimiento
exponencial seguido de la transicién a uno de < Vg > constante. Esta transicién se asocia
con el establecimiento de un gradiente de densidad celular mas o menos constante a ¢ ~
2871-3371 min. La influencia de Ny y la densidad celular inicial también puede observarse en
las colonias que se propagan en medio con 2 ng mL~! de EGF. La colonia con menor Ny (261
células) y relativamente baja densidad celular inicial (0.00081 células pum~2) presenta una
disminucién marcada de los perfiles de densidad, que se traduce en un claro comportamiento
supraexponencial en la curva de < R > vs t. Por otro lado, la colonia con Ny mas grande
(374 células) y gran densidad celular inicial (0.00257 células ym~2) muestra un descenso
de la densidad celular que se ve reflejado en un leve apartamiento del régimen exponencial
a tiempos cortos. Para todas las CQRs cuyo gradiente de densidad varia con el tiempo, se
encontrd una cinética de crecimiento exponencial, independientemente de cggr. Sin embargo,
a mayor cggrp menor es la densidad celular en la regién del borde. Por otro lado, las colonias
con una cinética a < Vg > constante presentaron un gradiente de densidad que permance
constante en el tiempo, de acuerdo con lo propuesto en [3.26]. Es importante resaltar que
solo pueden evaluarse los perfiles de densidad de las colonias en las que es posible contar de
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manera confiable el niimero de células. Desafortunadamente, la aparicién de dominios 3D en
las colonias con Ny muy grande y a t >> t; vuelve el conteo de células dificil e incierto.

3.2.2. Colonias quasi lineales

Las CQLs tienen un elevado niimero de células y un tamano constante de frente, lo que im-
plica que la colonia se propaga en un espacio libre constante. Los experimentos realizados con
estas colonias permiten analizar los parametros de movilidad celular mediante el seguimiento
manual de las células y la velocimetria por andlisis de imdgenes de particulas [3.27]. Estos
datos permitieron analizar con mas detalle la influencia de las heterogeneidades espacio-
temporales tanto en la mofologia celular a nivel local como en la dindmica de propagacién
del frente de la colonia.

Morfologia

En la figura 3.7 se muestra la influencia de la cggr en la evolucién morfologica de las
CQLs. El efecto en las morfologias celulares en la region del borde es comparable en cierto
modo al descripto para las CQRs.

En ausencia de EGF, las imagenes de la colonia tomadas 1440 min después de retirar
la mascara de Teflon muestran una disminucién gradual de la densidad celular yendo desde
la regién interior de la colonia hacia el borde. En el borde, muchas células presentaron
un citoplasma extendido y una orientacién coincidente con la direcciéon de propagacion del
frente. También se encontraron grupos de células en el interior de la colonia orientadas hacia
el frente de la misma. A tiempos mas largos, ¢ = 3600 min, aumenté la densidad celular en
la regiéon interior de la colonia donde también pudo observarse la formacion de agregados
3D, mientras que las células del borde incrementaron su tamano promedio.

Las colonias en medio con cgar = 2 v 10 ng mL~! presentaron, al igual que las colonias
en medio de cultivo con cpgr = 0 ng mL™!, una mayor densidad celular en las regiones
interiores que en el borde (Figura 3.7). Pero en presencia de EGF disminuyé el tamano
celular promedio y el niimero y tamano de dominios con células orientadas. Ademéds, muchas
células en regiones internas de la colonia presentan largos filopodios que conectan unas células
con otras a largas distancias. Estos comportamientos distintivos se vuelven méas marcados a
t = 3600 min. En este caso aparece un gran numero de células redondeadas, que estan en
duplicacion o interactuando pobremente con el substrato y formando pequenos aglomerados.
Por otra parte, la presencia de EGF genera una regién 2D de baja densidad en el borde de
la colonia mas extensa y provoca que algunas células individuales o en pequenos grupos se
separen del borde de la colonia, generando un frente menos confluente.

Cinética de propagacién de las colonias

La velocidad de desplazamiento promedio de los frentes de las CQLs se mantiene cons-
tante independientemente de cggr, aunque su magnitud aumenta de < Vg > = 0.11 um
min~! para cpgrp = 0 ng mL™! y cggr = 0.08 ng mL™! a < Vp > = 0.18 pm min~! para
cpgr = 04ng mL™!, ya < Vi > ~ 0.26 yum min~! para cgar = 2, 10 0 50 ng mL~! (Figura
3.8). Para las cggr maés altas, el frente de la colonia se vuelve muy rugoso y presenta muchas
células desprendidas del borde, lo que dificulta trazar el borde de la colonia.
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Figura 3.6: a) Grdficos de log < R > en funcion de t para colonias de células HeLa con

distinto Ny creciendo en medios de cultivo con diferentes cggr. b) Perfiles de densidad de
las colonias analizadas en (a).
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Ceer= 0 Ng ML

Cer=2 Ng ML

Ceer= 10 ng ML

———

1000 um

Figura 3.7: Imdgenes de C'QQLs creciendo en medio de cultivo con distintas cggr tomadas a

t = 1440 min y t = 3600 min luego de ty. Las flechas indican la altura promedio del frente de

la colonia a t = 1440 min. Se muestran regiones aumentadas del borde (rojo) y seno (azul)
de las colonias.
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Figura 3.8: Alturas promedio < h > en funcion del tiempo de CQLs creciendo en medios
de cultivo con distinta cggr. Se incluyen los errores estandar en las barras de error.

Movilidad celular

Se obtuvieron las trayectorias de células individuales en CQLs que se propagan en medios
de cultivo suplementados o no con EGF. Estas colonias tienen una geometria adecuada
para evaluar los componentes de velocidad paralelos y perpendiculares al frente. Las células
seleccionadas para su seguimiento estaban ubicadas en las primeras tres filas de células desde
el borde de la colonia.

En medio con cggr = 0 ng mL~! las células ubicadas en las regiones interiores de la colonia
presentan desplazamientos aleatorios, trayectorias cortas y poco efectivas, mientras que las
ubicadas en el borde tienen trayectorias mas largas y direccionales. La movilidad celular
estd fuertemente relacionada con las heterogeneidades espacio-temporales de la colonia. Asi,
mientras que la movilidad de las células es escasa en el interior denso de la colonia, en la
regién del borde, donde el gradiente de densidad celular es grande, se favorece la movilidad.

Se analizaron las trayectorias celulares de colonias en medio con cggr = 2 ng mL~! y
distintas densidades celulares iniciales en la region del borde, una de densidad intermedia-
alta, 0.0012 células um~2 y otra de densidad baja, 0.00067 células um~2. Los histogramas de
los componentes de velocidad V per y V par Se muestran en la figura 3.9a y los valores promedio
(< V >) y las desviaciones estandar (S) para distintas cggr en la figura 3.9b. Las células de
las colonias con densidades iniciales cercanas a 0.0012 células pm~2 presentan, en ausencia de
EGF, un valor de < Ve; > = 0.077 ym min~! que se incrementa a 0.21 gm min~! en medio
con cgar = 2 ng mL~!. Para esta cpgr, la disminucién de la densidad a valores cercanos
a la mitad (0.00067 células pm~?) produce un aumento de < Ve > a valores de 0.26 pm
min~!. Por otro lado, los valores de < V,,, > fueron cercanos a 0 independientemente de
las condiciones experimentales. Las desviaciones estandar tanto de Ve, como de Vi, de las
trayectorias obtenidas en medio con EGF fueron aproximadamente el doble de las obtenidas
para el medio con cggr = 0 ng mL~!, independientemende de la densidad celular de la regién
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del borde.

Si bien del andlisis de las células del borde de la colonia el valor de < V,, > resulté
muy cercano a (, varias trayectorias celulares presentan desplazamientos laterales netos con-
siderables. Para observar esta diferencia se vuelve entonces necesario promediar sobre las
trayectorias en lugar de sobre los tiempos. En la figura 3.10 se muestran las velocidades pa-
ralelas o perpendiculares promedio de las trayectorias de las células en el borde de la colonia
(< Via, >y < ViZ. >). Para determinarlos se calculan las distancias paralelas o perpen-
diculares recorridas por las células a lo largo de sus trayectorias, se dividen las distancias
por el tiempo de seguimiento de las trayectorias y finalmente se promedian los resultados
obtenidos. En medio sin EGF se obtuvo: < VI > = 0.027 & 0.002 ygm min™! y < V" > =

par per

0.084 4 0.003 gym min~!. En medio con 2 ng mL~! de EGF se obtuvo: < V' > = 0.079 +

par

0.004 gm min~! y < V¥ > = 0.201 4+ 0.006 gm min~! en la colonia con p = 0.0012 pym~—2.

per

Para la colonia con cpgr = 2 ng mL™! v p = 0.00067 pm~2 se obtuvo: < VI > = 0.089 &

par

0.006 yum min~! y < VI > = 0.254 4 0.008 ym min~!. En presencia de EGF, < VI >y

er ar
< V7. > resultaron supperiores a los obtenidos en ausencia de EGF. ’

Las representaciones de log < msd > en funcién de log Atg de las trayectorias celulares
presentan una relacién lineal independientemente de la presencia o no de EGF y de la
densidad celular en el borde de la colonia (Figura 3.11a). Las pendientes de estas curvas
fueron de 1.74 #+ 0.04 y de 1.81 & 0.01 para la colonia en medio con cggp = 0 ng mL~! y
ceqr = 2 ng mL™!, respectivamente. A pesar de tener la misma pendiente, los valores de
msd de la colonia en medio con EGF de menor densidad (0.00067 células m™2) son mayores
que aquellos de la colonia con mayor densidad (0.0012 células um~2), lo que es consistente
con la mayor velocidad de las células en la colonia menos densa.

En la figura 3.11b se grafico la probabilidad de que una célula del borde cambie en mas
de 45 ° la direccion de su trayectoria en un determinado intervalo de tiempo, denominado
tiempo de persistencia. La probabilidad de que en 30 min las células del borde de las colonias
en medio sin EGF cambien la direccién de su trayectoria es de 0.63. Esta probabilidad es
de 0.45 y 0.35 para las células de las colonias que se propagan en medio de cultivo con cggp
= 2 ng mL™! y con densidades celulares de 0.0012 células pm=2 y 0.00067 células pm=2,
respectivamente. La probabilidad desciende mas rapidamente a medida que se aumenta el
tiempo de persistencia en las colonias que se propagan en medio de cultivo sin agregado de
EGF en comparacion con las medidas en medio de cultivo con EGF. De hecho, en ausencia
de EGF la probabilidad de persistencias de 60 min o mayores es siempre menor que en
presencia de EGF. Entonces, las persistencias méas largas se encontraron en las colonias
de menor densidad celular creciendo en presencia de EGF. El grafico de la persistencia en
funcién de la distancia de desplazamiento celular en ese intervalo de tiempo (Figura 3.11c)
muestra que para cualquier valor de persistencia, las células en presencia de EGF recorren
una distancia mayor que aquellas en ausencia de EGF. Ademas puede observarse que las
trayectorias mas persistentes son las que recorren distancias mayores.

La velocimetria por andlisis de iméagenes de particulas permite analizar los campos de
velocidades tanto en las regiones del borde de la colonia como en las mas interiores. Los
campos de velocidad muestran que la velocidad celular promedio aumenta en presencia de
EGF (Figura 3.12). En el mapa de colores las zonas con baja movilidad estan en escala de
azules y las zonas con alta movilidad en escala de rojos. Puede observarse que en presencia
de EGF la region del borde con alta movilidad celular es superior a 400 pm, un valor al
menos dos veces mas grande que los 200 pm observados en ausencia de EGF.
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estandar (S) de los componentes de velocidad perpendicular y paralela al frente.
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Figura 3.10: Velocidad perpendicular y paralela al frente de las células del borde de CQ)Ls
en medio con cggr = 0y 2 ng mL™! y distinta densidad celular.

Analisis del rugosado del frente de crecimiento

El crecimiento de CQLs de células HeLa en medio sin agregado EGF cumple, al menos
para ciertos rangos de ¢t y L, con la dinamica de crecimiento prevista por la ecuacion de
KPZ. La ecuacién de KPZ también describe la dindmica de crecimiento de las colonias en
presencia de EGF, aunque en intervalos de ¢ y L distintos a los encontrados para las colonias
en medio sin agregado de EGF. El valor del exponente o = 0.50 4+ 0.05 obtenido de los
graficos doble logaritmicos de w(L,t) en funcién de L en el rango de 400 < L < 1400 pum
(Figura 3.13) y 8 = 0.34 obtenido de los graficos doble logaritmicos de w(L,t) en funcién de
t (Figura 3.14), coinciden con los previstos por el modelo estandar de KPZ.

En medio de cultivo sin agregado de EGF, el frente de las colonias presenta una saturacién
de la rugosidad en el rango 200 < L < 400 pm y t < 2800 min. Para L > 300 pum se observa
una relacién lineal en el grafico log-log con una pendiente ( cercana a 0.34 (Figura 3.14) y
no pudo observarse saturacién en los 6000 min en que se sigui6 la propagacion de la colonia.
La presencia de EGF en el medio de cultivo aumenta la rugosidad del borde de la colonia,
tanto en la escala de la colonia como en la escala celular. La rugosidad del frente de las
colonias en medio de cultivo con cgar = 2 y 10 ng mL~! crece en forma continua hasta L
< 900 pm, y se alcanza la saturacion a valores mayores. La rugosidad de las colonias con
L > 900 pm en medio de cultivo con 2 ng mL™! alcanzan la saturacién a t ~ 2800 min y
aquellas en medio de cultivo con 10 ng mL~! a ¢ ~ 2300 min. Para cgqr = 10 ng mL~! en
el medio de cultivo a ¢ = 3600 min se observa un aumento abrupto de practicamente todos
los valores de rugosidad (recuadro en la Figura 3.14).
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Figura 3.11: Msd y persistencias promedio de las trayectorias celulares de CQLs en medio

con cggr = 0ng mL™" ycpar = 2ng mL~. a) Grdficos doble logaritmicos de msd en funcion

de Atg. b) Histogramas de persistencia. Se incluye la probabilidad de observar movimientos

con persistencia superiores a 300 min. ¢) Grifico de persistencia en funcion de la distancia
recorrida por la célula durante ese intervalo de tiempo.
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Figura 3.12: Campos de velocidad de CQLs de células HeLa en medio de cultivo con cggr
=0ng mL™' y cggr = 2 ng mL~*. La regiones de baja velocidad estdn en tonos de azul,
mientras que las de alta velocidad estdn en tonos de rojo.
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Figura 3.13: Log w(L,t) en funcion de log L de colonias en medio de cultivo con cggr = 2
ng mL~t.

3.3. Discusion

3.3.1. Cinética y morfologias celulares de colonias quasi-radiales
en medio que contiene EGF

Las células Hela son sensibles a la presencia de EGF que activa diferentes vias de senali-
zaciéon luego de unirse a sus receptores celulares [3.23]. Las caracteristicas de las células
individuales asi como las de toda la colonia dependen de cpgr (Figuras 3.1, 3.2 y 3.3). En
presencia de EGF, las células tienen una morfologia mas ahusada y largos filopodios. Ademas,
disminuye el tamanio de los contactos focales, aunque su nimero por célula aumenta (Figura
3.2). Este hecho esté de acuerdo con una cinética de adhesion/desadhesién del substrato mas
rapida [3.28, 3.29]. Los cambios en la organizacién del citoesqueleto y las caracteristicas de
los contactos focales se relacionan con los cambios observados en la movilidad celular [3.30].

Las CQRs exhiben una cinética de propagacion y una evolucion morfoldgica que depende
de cgar, de Ny y de la densidad celular. En general, para Ny y densidades celulares grandes,
prevalece una relacién lineal entre el < R > y el tiempo (Figura 3.4). Por otro lado, las
colonias con Ny y densidades celulares iniciales bajas, que se propagan en medio con EGF
presentan en los estadios de crecimiento iniciales, un crecimiento del < R > mas rapido
que lo esperado para un comportamiento exponencial (Figuras 3.4 y 3.5), que denominamos
supraexponencial. Este comportamiento supraexponencial se origina por la dispersion de las
células en las colonias por efecto del EGF, que se ve reflejado en una gran disminucién de
la densidad celular (Figura 3.5 y 3.6). A esta rdapida expansiéon de la colonia en estadios
iniciales le sigue una cinética de crecimiento exponencial y posteriormente una transicion a
un régimen cinético de < Vg > constante a t., N,y < R, >.

Los modelos de crecimiento propuestos consideran que la expansién radial de la colonia
ocurre en tres etapas: (i) un régimen de difusién en el que < R > es proporcional a t'/2, (ii)
un régimen exponencial y (iii) un régimen donde < R > crece a < Vp > constante [3.26].
En los experimentos realizados con colonias confluentes en medios de cultivo sin EGF la
primer etapa no pudo ser detectada y sélo se observa el régimen exponencial de crecimiento
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Figura 3.14: Log w(L,t) en funcidén de log t para diferentes L. Los datos resultan del prome-
dio de 5 CQLs propagdndose en medio de cultivo con cpagr = 0, 2y 10 ng mL~*. Se incluyen
los errores estandar. En el recuadro se observa el aumento abrupto de la rugosidad.



CAPITULO 3. Factor de crecimiento epidérmido 165

seguido del que ocurre a < Vg > constante [3.31, 3.32]. Este comportamiento se expresa
matemdaticamente por la ecuacién (3) del capitulo 1. En esta, el crecimiento de la colonia
se describe como una regién anular de espesor efectivo AL.s; = R(t) — R2(t) y un nucleo
central de radio Ry(t) asociado con el retardo del crecimiento. Entonces, a t = 0, N = Ny y
Ry < ALy , se obtiene una transicién cinética desde un régimen de crecimiento exponencial
a uno de < Vg > constante que coindide con los resultados experimentales.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la presencia de EGF en el medio de cultivo pro-
mueve, dentro de ciertos rangos de cggr y dependiendo de Ny y de la densidad celular
inicial de la colonia, un rapido crecimiento del radio de la colonia en los primeros estadios
de crecimiento. Este comportamiento puede describirse por un término ¢/? que se utilizé
para modificar la ecuacién propuesta en [3.26] para tener en cuenta la movilidad celular y la
disminucién de la densidad de la colonia a tiempos cortos. Le ecuacién modificada resulta:

A<t > +@)t% + \/Noe% para t<t,
<R>(t) = , . (3.1)
VEGALesf[1 + W (e T<75)] para ¢ > t,

2 4
KZALL,,

Donde W(z) es la funcién de Lambert, Ky = 7/a® con a un pardmetro relacionado al
tamano celular, O es la difusividad celular y t. es el tiempo al que ocurre la transicién desde
una cinética de crecimiento exponencial a una de < Vg > constante. Esta tltima se alcanza
cuando < R >> AL.ss. Los datos experimentales pueden graficarse de acuerdo a la ecuacion
3.1 teniendo en cuenta las condiciones de crecimiento, es decir, a y < 7 > que son el radio
y el tiempo de duplicacion promedio de las células, Ny y utilizando solo dos pardametros de
ajuste, B=A(< 7 >+ ©) y AL.ss. En la tabla 3.2 se muestran los pardmetros utilizados para
graficar las curvas en la figura 3.5, que resultaron coherentes con los datos experimentales
de < R > en funcién de ¢. Sin embargo, es importante tener en cuenta que a pesar de la
buena concordancia de la ecuacion propuesta con los datos experimentales, la fenomenologia
del crecimiento de la colonias excede las suposiciones del modelo.

Parametros de la colonia Parametros de ajuste

cear | No |p/célulaspym™ [ <7>/min|a/pm| B | ALys/pm
0 16 0.00124 3250 10 0 200
0.4 | 430 0.00074 3200 20.8 0.08 240
10 | 1338 0.0072 2800 10.8 0.10 440

Tabla 3.2: Pardmetros utilizados en la ecuacion 3.1 para el ajuste de los datos cinéticos de
la propagacion de CQRs en medios con distinta cggr.

Los datos cinéticos de CQRs confluentes indican que a cggr constante, un Ny relativa-
mente bajo favorece la cinética supraexponencial a estadios tempranos del crecimiento. Es
necesaria una densidad celular minima para poder observar este régimen supraexponencial.
Por otro lado, para valores de Ny suficientemente grandes, a mayor cggr mayor es ALcyy.
Por lo tanto, la transiciéon de un régimen exponencial a uno de < Vg > constante ocurre a
tiempos mayores.

Las CQLs presentaron un crecimiento a velocidad constante independientemente de cggr,
alcanzando un valor limite de < Vp > = 0.26 & 0.05 um min~! para cggr > 2 ng mL~!. Este
valor de < Vg > es casi 3 veces més grande que el encontrado en medio sin agregado de EGF.
La regién de crecimiento efectivo ALss se forma casi inmediatamente en las CQLs, por lo
que no es posible distinguir una transicién en la cinética de crecimiento. Para cggr > 10 ng
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mL~"! el desprendimiento de las células del borde que se relaciona con la disminucién de las
adhesiones célula-célula y a la generacion de nuevas colonias en la zona libre de la capsula,
que eventualmente colisionaran con el frente lineal, altera el contorno de la colonia y dificulta
su seguimiento a tiempos largos. Las caracteristicas de la movilidad celular, discutidas en la
proxima seccion, contribuyen a entender los cambios morfoldgicos y cinéticos descriptos.

3.3.2. Movilidad celular en las colonias quasi-lineales

La determinacién de las posiciones de las células individuales ubicadas en una region
comprendida entre el borde y 3 didmetros celulares hacia el interior de las CQLs permitié
evaluar las trayectorias celulares y sus caracteristicas. Los datos de movilidad celular pueden
proveer informacién importante para caracterizar y entender la dinamica de crecimiento de
un sistema bioldgico complejo como es una colonia multicelular [3.25]. Las caracteristicas
de la movilidad celular pueden relacionarse con la dinamica de crecimiento global de las
colonias a través de ecuaciones de transporte que tengan o no el tamano celular como va-
riable [3.2, 3.33]. Entonces, también es posible vincular ecuaciones de transporte que poseen
contribuciones no lineales con ecuaciones generales y complejas que describen el crecimiento
de interfases como aquellas propuestas a partir del andlisis de escalado dindmico [3.34].

En presencia de 2 ng mL~! de EGF, los desplazamientos celulares son més balisticos
y persistentes que en ausencia de EGF (Figura 3.11), como se observé para la migracién
de células epiteliales mamarias [3.35]. La celeridad celular también aumenta en medios con
EGF, siendo mayor en las colonias menos densas respecto a las mas densas. Los componen-
tes paralelos de velocidad celular también son més importantes en presencia de EGF, los
histogramas de V', presentan una dispersion respecto al maximo cercana al doble de la
observada en ausencia de EGF (Figura 3.9) y los desplazamientos netos paralelos al frente
son 3 veces mas grandes que en ausencia de EGF (Figura 3.10).

El modelo propuesto en [3.26] no tiene en cuenta la migracién celular directamente, ya
que sélo considera el tiempo de duplicacién y el tamano celular. Dentro de este modelo, una
célula se divide y aporta al crecimiento de la colonia si hay un espacio libre a una distancia
igual o menor a AL.ss. Esto estd de acuerdo con el hecho de que no sélo las células que
estan en la interfase de la colonia con espacio libre por delante contribuyen a la expansion de
la colonia. Sin embargo, durante el proceso de duplicacién no siempre ocurre que las células
generan una célula hija que recorre una distancia AL.s; para ocupar un espacio en la zona
libre del frente, sino que suelen adherirse en una zona cercana a la duplicacién. La célula no
aportara significativamente a la expansion de la colonia si no puede expandir su citoplasma,
es decir, si estd en una zona de alta densidad. Por otro lado, si esta en una zona de la colonia
con menor densidad, donde generalmente se establece un gradiente de densidad, esta puede
expandir su citoplasma de manera de contribuir a la propagacion de la colonia. Esta region
estd vinculada a la movilidad de las células y se asocia al tamano del ALcss. Las células
tienden a moverse en direccion de disminuir el gradiente de densidad generando espacios
libres donde pueden ubicarse y expandirse nuevas células. Por este motivo las células mas
rapidas pueden generar un AL.;; mas grande, situacién observada en los medios con EGF.

Los campos de velocidad de las colonias en medio de cultivo con cggr 2 ng mL ™!, muestran
una region del borde con vectores al menos la mitad de largos que el maximo, que se extiende
hacia el interior de la colonia una distancia algo superior al doble de la observada en ausencia
de EGF. Esto se correponde con los valores de AL.ss obtenidos a partir del ajuste de las
curvas con la ecuacién 3.1, 440 pum en medio con cggr 10 ng mL™! contra 200 pm en medio

sin EGF.
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Figura 3.15: Esquema de € y de los desplazamientos laterales de las células en cggr 0y 2
ng mL~! relacionados con la “comunicacion lateral de la informacion” .

3.3.3. Escalado dinamico

La saturacién de la rugosidad de una superficie se produce debido a la existencia de
correlaciones en el sistema [3.34]. La altura, la rugosidad o el largo de la interfase miden
las propiedades verticales del sistema, pero no reflejan las correlaciones entre las distintas
posiciones laterales en la superficie [3.36]. La existencia de estas correlaciones laterales im-
plica que los diferentes sitios de la superficie no son completamente independientes, sino que
dependen de la altura de los sitios laterales o vecinos. Entonces, si bien el crecimiento de
la interfase es un proceso local, la “informacion” acerca de la altura de los sitios vecinos se
propaga globalmente. La distancia tipica en la que las alturas estan correlacionadas, es decir,
que “saben” el valor de la altura de columnas vecinas, se llama distancia de correlaciéon y se
denomina ¢ (Figura 3.15). Al comienzo del crecimiento los sitios no estdn correlacionados
y €| crece a medida que que pasa el tiempo segtn la relacion:

€| ~ t: para 1 <<t, (3.2)

Para un sistema finito, ¢ no puede crecer indefinidamente ya que esta limitado por el
tamano del sistema, L. Cuando ¢ alcanza el tamano del sistema, toda la interfase esta
correlacionada y la rugosidad satura. En esta situacién se tiene:

g~L para t>>1t, (3.3)

A L bajos, la rugosidad de las colonias en medio sin EGF satura a t = 2800 min, tiempo
al que ¢ alcanzarfa valores cercanos a L. Al aumentar el tamano de la interfase analizado
(L), el sistema nunca satura para los tiempos en que la colonia fue seguida, por lo que ¢
< L. Por otro lado, en medio conteniendo EGF la rugosidad de los frentes de crecimiento
satura aun a L grandes, a pesar de que a L pequenos no ocurre. La saturacion anémala
de la rugosidad de los frentes de colonias creciendo en medio con EGF puede atribuirse a
los cambios morfoldgicos en regién del borde de la colonia (Figura 3.3 y 3.7), la cinética
de crecimiento y las caracteristicas de la movilidad de las células (Figuras 3.11, 3.9, 3.10 y
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3.12), que se discuten a continuacion.

En presencia de EGF, las colonias exhiben un borde efectivo més grande donde las células
pueden duplicarse y moverse en direccién del avance del frente. Ademas, las células tienen
desplazamientos laterales netos 3 veces mas grandes que en ausencia de EGF. Los cambios
fenotipicos de las células en medios con EGF, como los largos filopodios y la morfologia
mas ahusada, podrian explicar la falta de saturacion a L bajos. El hecho de que las colonias
celulares no sean objetos autosimilares donde los componentes microscopicos tienen tamano
despreciable en relacién al tamano del frente, determina que el escalado dinamico sélo puede
aplicarse a ciertos de rangos de L y t. Un objeto es autosimilar si esta formado por partes
que son similares al todo. En ese aspecto el frente de las colonias de células epiteliales en
ausencia de EGF esta formado por regiones con picos que son representativos del todo, que a
su vez estan formados por grupos de células cuyas membranas también tienen deformaciones
y protuberancias. Si bien no es un sistema perfectamente autosimilar, el escalado puede
aplicarse a L > 200 pum, una distancia correspondiente a unas pocas células. La pérdida del
fenotipo epitelial en presencia de EGF, con un cambio en la morfologia celular que pasa a
ser mas ahusada, la aparicion de largos filopodios, la disminucién de la cohesion celular y
la aparicién de espacios vacios contribuye a que en rangos pequenos de L la morfologia y
rugosidad del frente sea muy distinta que a escalas mayores. Por este motivo en presencia de
EGF el escalado es vélido solo a valores relativamente grandes de L, observandose saturacién
de la rugosidad del frente de crecimiento.

Para cpgr = 10 ng mL™! se observan aumentos abruptos de w a t = 3600 min. Esto se
explica teniendo en cuenta que a altas concentraciones de EGF las células tienen una mayor
tendencia a desprenderse del borde de la colonia, adherirse en zonas vacias de la capsula
y generar pequenas colonias que, eventualmente, colisionaran con el frente de crecimiento.
Este fenémeno a tiempos largos producird un aumento de la velocidad del crecimiento del
frente y de la rugosidad, aun cuando esta haya saturado. Pero, ;por qué la rugosidad de
las colonias satura en presencia de EGF a valores relativamente altos de L, en los que no
se habia observado la saturacién en colonias en medios sin EGF? Probablemente se deba a
que a pesar de la pérdida de cohesividad celular, el sistema se encuentra mas “comunicado”
por medio de largos filopodios y desplazamientos celulares laterales mas grandes en medio
con EGF. De esta la manera la “informacion” de la altura de las columnas se transmite mas
rapidamente y aumenta la correlacién.

3.4. Conclusiones

El EGF afecta las interacciones célula-célula y célula-substrato promoviendo una ma-
yor motilidad celular y la dispersion de las colonias. Por este motivo, para tener colonias
confluentes a lo largo del tiempo es necesario partir de colonias con valores grandes de Nj.
Ademas, la presencia de EGF produce grandes cambios morfologicos a nivel celular y de la
colonia. Las células tienen una morfologia mas ahusada, con largos filopodios y son capaces
de desprenderse del frente de la colonia, generando una regién mas grande que presenta
gradiente de densidad. La presencia de EGF incrementa la contribucién de los componentes
de velocidad paralelos al frente, aumentando la persistencia y caracteristicas balisticas de
las trayectorias celulares. A medida que cggr crece, las células de capas mas internas tienen
velocidades netas hacia el frente mayores, pueden alcanzar el borde de la colonia y contribuir
a su expansion.

Los graficos de < R > en funcién de ¢ de las CQRs que se propagan en medio con
EGF también muestran una transiciéon de régimen exponencial a uno a < Vg > constante.
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Pero las propiedades mitogénicas del EGF y su influencia en la movilidad celular afectan la
cinética, resultando en < Vg > mayores. Ademds, para las colonias quasi circulares con Ny y
densidad celular apropiados, la presencia de EGF induce un crecimiento supraexponencial en
los estadios iniciales de crecimiento. La cinética de crecimiento de las colonias en medios con
EGF puede describirse utilizando el modelo matematico propuesto en [3.26] con el agregado
de un término ¢'/? para incluir el comportamiento supraexponencial observado a tiempos
cortos. Este modelo, ademas, predice el incremento del AL sy y de t..

La evolucion de la rugosidad de los frentes de las colonias en medio con EGF satisfase la
dindmica propuesta en el modelo estandar de KPZ, pero sélo resulta aplicable en rangos de
L y t distintos a los observados en ausencia de EGF. Ademas la saturacién de la rugosidad
para L altos ocurre més rapido que en ausencia de EGF, debido posiblemente a un mayor
incremento en la distancia de correlacion de las alturas en funcion del tiempo producido por
los grandes filopodios y desplazamientos celulares laterales.

Estos resultados resultan de gran interés tanto para el desarrollo de modelos confiables
que describan sistemas complejos como para mejorar las estrategias y protocolos aplicados
en el campo de sanacién de heridas y la investigacién del cancer.
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Capitulo 4

Efecto sobre el fenotipo celular de la
modificacién del substrato mediante
peliculas de polielectrolitos: empleo
de polielectrolitos de origen natural y
sintético

4.1. Introduccion

Diversas estrategias utilizadas para modular las funciones celulares se basan en la mo-
dificacién de las propiedades fisicas y quimicas del substrato que interactiia con las células,
como la composicién, la energia superficial, la mojabilidad, la carga, la rugosidad, la rigidez
o la presencia de patrones [4.1]. En estas estrategias pueden utilizarse diferentes materiales
poliméricos de origen natural, como multicapas de polielectrolitos fabricadas mediante la
técnica de capa por capa, substratos poliméricos recubiertos con proteinas [4.2] o hidrogeles
biocompatibles [4.3].

Los polielectrolitos de origen natural, como la poli-L-lisina, el acido hialurénico, el algina-
to o el chitosano resultan muy atractivos para la modificacion de superficies para aplicaciones
biolégicas, entre ellas, le ingenieria de tejidos [4.4, 4.5]. Ensamblados en multicapas de po-
lielectrolitos (MPEs), estos polielectrolitos forman peliculas biocompatibles sobre las que
factores de crecimiento, proteinas y otras biomoléculas pueden depositarse o unirse covalen-
temente para controlar las funciones celulares como la adhesion, la migracién o la prolife-
racién [4.6]. La desventaja que suelen presentar las MPEs fabricadas con polielectrolitos de
origen natural es que sus propiedades mecanicas no promueven una buena adhesion celular.
Por este motivo se emplean diversas estrategias como el entrecruzamiento de los polielec-
trolitos con agentes quimicos [4.7] o el agregado de nanoparticulas [4.8] para mejorar las
propiedades mecanicas de las peliculas y favorecer la adhesion celular.

El uso de los MPEs para muchas aplicaciones biomédicas se encuentra descripto en un
gran nimero de trabajos cientificos [4.5, 4.9]. Sin embargo, no suele prestarse demasiada
atencion al impacto de la composicién de las multicapas en la adhesion y proliferacién celu-
lar. La composicion quimica de las MPEs esta directamenta relacionada con sus propiedades
mecanicas, que son fundamentales para controlar la adhesién celular. Las propiedades de
las peliculas son también una combinacién de las propiedades de los policationes y de los
polianiones que forman las multicapas. Los MPEs con la misma capa externa pero diferentes
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polielectrolitos en las capas inferiores pueden tener propiedades diferentes y, consecuente-
mente, pueden interactuar de manera diferente con las células.

Por otro lado, resulta interesante saber cuan profundo dentro de las multicapas pueden
sensar las células. Las MPEs pueden ensamblarse usando polielectrolitos rigidos de origen
sintético en las primeras capas y polielectrolitos blandos de origen natural en las ultimas
capas, en contraste con la estrategia adoptada en trabajos anteriores [4.10-4.13]. De es-
ta manera las capas superiores en contacto con las células seran biocompatibles, mientras
que la presencia de polielectrolitos rigidos en las capas inferiores aportaran las propiedades
mecanicas necesarias para una buena adhesion celular.

A lo largo de este capitulo se estudiaran las cuestiones mencionadas anteriormente va-
riando la composicion quimica de las MPEs, combinando polielectrolitos sintéticos con po-
lielectrolitos naturales y fabricando MPEs con dos bloques diferentes, uno superior con po-
lielectrolitos naturales biocompatibles y uno inferior con un polielectrolito sintético.

4.2. Resultados

4.2.1. Multicapas (Policatién/Polianién);Polication

Se fabricaron MPEs utilizando distintas combinaciones de policationes y polianiones. Los
policationes utilizados fueron: Chi, PLL, PEI, PAH y PDADMAC. Para cada polication, se
fabricaron peliculas con los siguientes polianiones: HA, Alg, Dex, PAA, PSS. Las multicapas
tuvieron 15 capas de polielectrolitos, correspondiendo la primera y la tltima siempre al
polication, (Policatién/Polianién);Polication.

El ensamblado de las MPEs se siguié mediante microbalanza de cristal de cuarzo con
monitoreo de disipacién (QCM-D). Son ejemplos tipicos de MPEs de origen natural las que
contienen PLL (Figura 4.1) y sintético las que contienen PAH (Figura 4.2). En todos los
casos, se observa que la masa depositada aumenta con el nimero de bicapas, aunque es de
notar que el tipo de crecimiento varia para cada policatién dependiendo del polianién con
el que se ensamble. El crecimiento de la pelicula puede ser: (I) supralineal, como es el caso
del PAH/HA; (II) lineal, es ejemplo de este comportamiuento el PAH/PSS; (I1I) crecimiento
mixto, con una transicién de supralineal a lineal, como se observa para el sistema PLL/HA.

La microscopia de fuerzas atomicas se utilizé para comprobar el grado de cubrimiento
del substrato con las diferentes MPEs, ya que a excepcién de algunos ensamblados que
depositan tanto material que es posible ver una pelicula opalescente sobre el cubreobjeto
(como los que tienen a PEI como policatién) la mayoria son completamente transparantes.
En la Figura 4.3 se muestran imagenes de AFM de peliculas de PLL/Alg y PSS/PAH como
ejemplos tipicos de multicapas ensambladas con polielectrolitos naturales o sintéticos. Las
iméagenes tomadas luego de secar las peliculas, permiten inferir una cobertura completa de
la superficie del substrato de vidrio, aunque la topografia de las superficies es diferente
para cada pelicula, lo que refleja las caracteristicas propias de los distintos polielectrolitos
ensamblados y la naturaleza de las interacciones. La pelicula de (PLL/Alg);PLL presenta
una superficie heterogénea cubierta por estructuras fibrilares de distintos tamanos, de 0.5 a
6 um de largo y de 60 a 120 nm de altura. El (PAH/PSS),PAH, por otro lado, presenta una
superficie mucho méas uniforme cubierta por estructuras globulares de 0.1-0.3 pm y 90-120
nm de altura.
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se incluyen los valores absolutos de AF en funcion del nimero de capas (derecha).
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Figura 4.3: Imdgenes de AFM de peliculas de (PLL/Alg);PLL (a)y (PAH/PSS);PAH (b)
secadas en aire.

4.2.2. Adhesién y morfologia celular

La adhesiéon celular en superficies de distinta composicion se estudié empleando MPEs
ensambladas combinando distintos policationes y polianiones y utilizando células A549. Co-
mo superficie control se utilizaron cubreobjetos de vidrio, donde las células presentan una
buena adhesiéon. Las areas de adhesion fueron normalizadas respecto al area celular promedio
obtenida sobre vidrio, 870 pum?.

En la Figura 4.4 se pueden observar imagenes representativas de células Ab549, 48 horas
post siembra sobre vidrio y todas las combinaciones de polielectrolitos estudiadas. Las célu-
las adherias sobre vidrio estan extendidas, presentan las caracteristicas morfologicas tipicas
asociadas con su linaje epitelial, estan intimamente unidas y presentan una fuerte tendencia
a formar grupos de células o colonias. Se puede observar que la adhesion sobre las distintas
combinaciones de MPEs es en general mas pobre que en vidrio. Las células tienen areas
mas pequenas, variando la morfologia desde células bien redondeadas a células estiradas con
forma de huso, y presentan poca tendencia a formar colonias o grupos.

Una andlisis mas cuantitativo de la adhesion celular se realizé a través de las areas
celulares promedio normalizadas (Figura 4.5) y pardmetros morfoldgicos como la redondez
y relacién de aspecto (Figura 4.6).

Las areas celulares normalizadas dependen de la composicion de las peliculas y salvo casos
particulares, siempre se obtuvieron areas de adhesion promedio inferiores a las obtenidas
sobre vidrio. Cambiando la naturaleza del polianién para cada polication se obtuvieron MPEs
con distintas propiedades adhesivas. Para las multicapas fabricadas con PLL como polication,
el area promedio normalizada fue de 0.4 utilizando Alg, HA o Dex como polianiones y de
0.7 utilizando PAA. El caso de las peliculas de (Chi/HA);Chi, que presentan dreas mayores
a las obtenidas para el vidrio, serd analizado mé&s adelante. Las combinaciones de Chi con
Alg, Dex y PAA presentan areas normalizadas promedio en el rango 0.35 - 0.75, siendo
por tanto menores que en vidrio. De modo similar, las peliculas ensambladas con PEI y
HA, Alg, Dex y PAA presentan valores promedio de areas celulares menores a las obtenidas
en vidrio, siendo el area normalizada alrededor de 0.75 para los 1ltimos tres polianiones
y de 0.4 para HA. Para el caso de las MPEs fabricadas con PAH como policatién, las
areas normalizadas promedio con los diversos polianiones también fueron menores que las
observadas sobre vidrio. En este caso, los valores fueron menores a 0.4 cuando el polianién
utilizado fue HA o PAA y en el intervalo de 0.4 - 0.7 para Alg o Dex. Por otro lado, la
expansion de las células sobre la superficie de las peliculas se vié favorecida sobre las MPEs
fabricadas con PSS y todos los policationes estudiados excepto PDADMAC. Para el caso de



CAPITULO 4. Composicion de multicapas de polielectrolitos 178

PLL

Chi

PAH FE|

PDADMAC

A o
= L) a Sk
. : I
e L
{
. I
- ¥
)

Figura 4.4: Imdgenes de contraste de fase de células A549 48 horas después de la siembra

sobre vidrio a) y MPFEs de distinta composicion b). En las filas se indican los policationes

y en las columnas los polianiones. Todas las peliculas poseen 15 capas, correspondiendo la
primera y la ultima siempre al polication.
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peliculas de (PAH/PSS);PAH el area normalizada fue de 0.8, un poco inferior al del vidrio,
mientras que las dreas de las células sembradas sobre (PLL/PSS);PLL y (Chi/PSS);Chi fue
similar a las de las células sembradas sobre vidrio. Ademas, el area celular normalizada sobre
(PEI/PSS);PEI fue de 1.2, resultando estadisticamente superior a la del vidrio. Finalmente,
las MPEs ensambladas con PDADMAC como policatién mostraron todas una pobre adhesién
celular independientemente del polianiéon, con un area normalizada cercana a 0.4.

Los parametros morfologicos de redondez y relacién de aspecto se muestran en la figura
4.6. La redondez y relaciéon de aspecto cercanas a 1 indican que las células tienen formas
redondeadas, no presentan filopodios largos y en general tienen mala adhesion. Los valores
relativamente altos de estos pardmetros (2 — 3), indican células con morfologia ahusada o, en
el caso de la redondez, puede tratarse de células redondeadas que presentan contornos rugosos
o muchos filopodios pequenos, lo que sugiere que las células estan estresadas debido a una
pobre interaccion con el substrato. Sin embargo, en la mayoria de los casos el comportamiento
de la relacién de aspecto y de la redondez coincide.

La relacién de aspecto y redondez promedio de las células dependié de la composicién de
las multicapas y se comparé con los valores obtenidos para el vidrio utilizando el anélisis de
varianza de Fisher con p = 0.05. Sobre las multicapas fabricadas con PLL/Alg, PLL/Dex,
PAH/PAA y las ensambladas con PDADMAC como policatién y todos los polianiones excep-
to PSS, las células tuvieron valores promedio de redondez y de relacion de aspecto menores
que los encontrados para vidrio, para el que se observaron valores de 1.5 y 1.6 respecti-
vemente. Los valores mas bajos de aspecto y redondez se encontraron para las multicapas
ensambladas utilizando PDADMAC, y estuvieron en el rango 1.1 — 1.4. Estos pardmetros
morfologicos son coherentes con la los valores pequenos del area de expansién celular obser-
vada para estas combinaciones de polielectrolitos. Las células sembradas sobre las peliculas
fabricadas con PLL/HA, PEI/HA, Chi con todos los polianiones y PSS con todos los polica-
tiones probados excepto PAH presentaron valores de relaciéon de aspecto promedio similares
al encontrado para las células sembradas sobre vidrio. Sin embargo, en varias de estas MPEs
la redondez no tiene exactamente el mismo comportamiento que la relacion de aspecto. En
las combinaciones de Chi con todos los polianiones excepto Alg y las de PSS con PLL,
Chi y PEI las células presentan valores de redondez promedio mayores que sobre vidrio y
relaciones de aspecto similares a las obtenidas sobre vidrio, lo que indica que las células sem-
bradas sobre estas peliculas presentan un citoplasma mas rugoso o tienen varios filopodios.
El hecho de que las células sembradas sobre los MPEs tengan valores de relacién de aspecto
promedio similares a los encontrados para el vidrio puede correlacionarse con una regular o
buena adhesion. De hecho para las peliculas ensambladas con PAH, el area celular promedio
mostro la misma tendencia que la relacién de aspecto promedio. Las células sembradas sobre
multicapas de PEI/Alg, PEI/Dex, PEI/PAA, PAH/Alg, PAH/Dex y PAH/PSS presentan
valores de relacion de aspecto y redondez promedio en el rango de 1.7 — 2.7, siendo mayores
que los encontrados para el vidrio.

4.2.3. Proliferacion celular

La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo de MTT 24, 48 y 72 horas luego de la
siembra sobre las diferentes MPEs estudiadas en este trabajo (Figura 4.7). La informacién
mostré que la viabilidad celular de las células sembradas sobre todas las MPEs fue menor
que para aquellas sembradas sobre vidrio. Para las MPEs, la viabilidad dependié de la
composicion particular de cada pelicula. Ademas, el andlisis de la viabilidad a distintos
tiempos revel6 3 tipos de comportamiento:

1) El nimero de células aumenta aproximadamente en forma exponencial con el tiempo.
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Figura 4.5: Areas promedio normalizadas de células A549 adheridas sobre multicapas de

polielectrolitos de distintas composiciones. Cada grdfico corresponde a un polication especifico

con diferentes polianiones, resultando una pelicula de tipo (Polication/Polianion ); Polication.

Se analizaron al menos 100 células de diferentes posiciones del substrato para la evaluacion

del drea de expansion celular promedio sobre cada pelicula. Para cada MPE las dreas resul-

taron ser menores (gris claro), iguales (gris) o mayores (gris oscuro) respecto a las medidas
en vidrio sequn un ANOVA con test de Fisher de 0.05 de confidencia.
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Figura 4.6: Caracteristicas morfologicas de células A549 adheridas sobre multicapas de po-
lielectrolitos de distintas composiciones. Cada grafico corresponde a un polication especifico
con diferentes polianiones, de estructura (Polication/Polianion); Polication. Se muestran la
redondez y la relacion de aspecto promedio. Se consideraron en el andalisis al menos 100
células de diferentes posiciones del substrato para la evaluacion de las caracteristicas mor-
fologicas de las células sobre cada pelicula. Para cada MPFE la redondez o relacion de aspecto
de las células fueron menores (gris claro), iguales (gris) o mayores (gris oscuro) respecto a
las medidas en vidrio segin un ANOVA y test de Fisher con p = 0.05.
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Este fue el caso de las células sembradas sobre vidrio, PLL/PAA, Chi/HA, Chi/PAA,
PEI/PAA y las MPEs ensambladas con Alg y Dex como polianiones y todos los poli-
cationes ensayados excepto las peliculas de PDADMAC/Alg, Chi/Alg y Chi/Dex.

11) El nimero de células aumenta linealmente con el tiempo. Esto fue observado para las

células sembradas sobre las MPEs ensambladas con PSS como polianién independien-
temente del policatién, Chi/Alg, Chi/Dex, PAH/PAA y PDADMAC/Alg.

111) La tasa de proliferacién celular disminuye con el tiempo. Este comportamiento se ob-
servé para las células sembradas sobre PLL/HA, PAH/HA y las multicapas ensambla-
das con PDADMAC/HA y PDADMAC/PSS.

Aparte de los comportamientos mencionados, la viabilidad de las células sobre peliculas
de PEI/HA y PDADMAC/PAA fue escasa o nula.

4.2.4. Multicapas de Chi/HA

Dentro de las combinaciones de polielectrolitos utilizadas para obtener las MPEs ensaya-
das hay 4 que presentaron areas celulares promedio similares (PLL /PSS, Chi/PSS) o mayores
(Chi/HA, PEI/PSS) a las encontradas sobre vidrio. La multicapa de Chi/HA merece especial
atencién porque es la tinica ensamblada sélo con polielectrolitos naturales que presenté una
buena adhesion. Sin embargo, en literatura se puede encontrar que las MPEs fabricadas con
Chi/HA presentan baja adhesién celular debido a sus pobres propiedades mecénicas [4.14]
por lo que deben ser tratadas con agentes entrecruzantes para aumentar su rigidez [4.7] o
deben ser funcionalizadas con RGD para mejorar sus propiedades adhesivas [4.15].

El estudio del ensamblado de la multicapa de Chi/HA (Figura 4.8a) mostré una deposi-
cién escasa o nula a medida que se alternaban los polielectrolitos, con AF alrededor de 10-15
veces menores que las observadas para el ensamblado de cualquiera de las combinaciones
mostradas en las figuras 4.1 y 4.2. La imagen de AFM de la multicapa (Chi/HA);HA (Figu-
ra 4.8b) permite distinguir fibras de polimero dispersas y separadas, que dejan la superficie
del vidrio expuesta, lo que es coherente con una escasa cantidad de material depositado.
Esto puede explicarse teniendo en cuenta que la carga juega un papel importante en el en-
samblado capa por capa, por lo que es necesario que ambos polielectrolitos estén cargados
para que puedan interactuar. El quitosano esta disuelto en buffer Acetato a pH = 5 y se
deposita efectivamente sobre vidrio formando la primera capa con la mayor parte de sus
grupos cargados positivamente (su pKa ~ 6) [4.16]. Luego de lavar y agregar la solucién de
HA en buffer HEPES a pH = 7.4, s6lo una pequena parte de los grupos permancen cargados
positivamente, por lo que la cantidad de HA que puede depositarse es baja. Ademads, este
cambio de pH hace que el escaso material depositado sea inestable y propenso a desarmarse
en cada lavado o cambio de solucién de polielectrolito.

La adhesion celular sobre (Chi/HA)7Chi fue buena no por las propiedades de la superficie
generada sino porque en estas condiciones no se forma una pelicula uniforme y las células
son capaces de interactuar con el substrato de vidrio (Figuras 4.4 y 4.5). Un efecto similar
se informé para condrocitos sembrados sobre multicapas de Chi/HA ensambladas a pH =
5, donde la adhesion disminuyé al aumentar el nimero de capas y lograr una cobertura
uniforme [4.17]. Esto pone de manifiesto la importancia de estudiar el grado de cobertura
cuando se trabaja con revestimientos de superficies.
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Figura 4.7: Proliferacion celular de las células A549 sembradas sobre distintos MPFEs. Fl

numero de células fue medido a las 24, 48 y 72 horas luego de la siembra, utilizando el

ensayo de MTT. El ensayo se hizo por triplicado. Se incluye el error estandar del promedio
del numero de células.
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Figura 4.8: a) Cambio de frecuencia y de disipacion en funcion del tiempo para el 3.°, 5.° y
7.° armdnicos durante el ensamblado de (Chi/HA ), Chi. b) Imagen de AFM de (Chi/HA ); Chi
luego de dejar secar en aire.

4.2.5. “Dibloques” de multicapas de polielectrolitos: caracteriza-
cion de las peliculas y adhesién celular

Todas las combinaciones de polielectrolitos biolégicos resultaron en peliculas con areas ce-
lulares menores que las observadas sobre peliculas ensambladas con polielectrolitos sintéticos,
sobre todos las MPEs ensambladas con PSS. Con el objetivo de aumentar las propiedades
adhesivas de las peliculas naturales y biocompatibles, se ensamblaron multicapas con dos
bloques de combinaciones distintas de polielectrolitos (Figura 4.9). El primer bloque se en-
sambla con PSS y PLL, al contener PSS le confiere a la pelicula en “dibloque” resultante una
mayor rigidez y se espera que mejore la adhesion celular. El bloque superior contiene una
combinacion de polielectrolitos de origen natural y que presentan una adhesién moderada
pero una tasa de proliferacién celular aceptable, como PLL/Alg o PLL/Dex. En la figura
4.9 se muestra un esquema de la multicapa en “dibloque” constituida por un bloque inferior
de PLL ensamblado con PSS seguido de un bloque superior de PLL ensamblado con Alg o
Dex.

El ensamblado de los dos bloques se siguié por QCM-D, con el primer bloque formado
por 6 bicapas de (PLL/PSS) seguido del ensamblado del segundo bloque con 4 bicapas de
(PLL/Alg) (Figura 4.13 a,b) o 4 bicapas de (PLL/Dex) (Fig 4.14 a,b). Los datos indican un
crecimiento continuo para ambos tipos de multicapas en “dibloque”. Las curvas muestran
un crecimiento supralineal para el bloque de (PLL/PSS) hasta las 12 capas, y luego un cre-
cimiento lineal para las capas siguientes del bloque (PLL/Alg). Esto contrasta con la MPE
de PLL/Alg ensamblada sin el bloque inicial (Figura 4.1) que muestra un crecimiento supra-
lineal para todas las capas. De este modo, el bloque de PLL/PSS parece afectar el posterior
crecimiento del bloque de PLL/Alg. Este hecho también puede inferirse de las imagenes
de AFM. En la figura 4.10c puede apreciarse que la multicapa (PLL/PSS)s es bastante li-
sa, y esta caracteristica se mantiene luego del ensamblado del bloque de PLL/Alg (figura
4.10d). La topografia del PLL/Alg en el “dibloque” es bastante diferente de la observada en
la pelicula de (PLL/Alg);PLL (Figura 4.3 a). Mientras que la superficie del “dibloque” es
relativamente homogénea con pequenas fibras de 0.2-0.5 um de largo y 30 nm de altura, la
superficie de la pelicula de (PLL/Alg);PLL es heterogénea y esta cubierta por estructuras
fibrilares de distintos tamanos, de 0.5 a 6 um de largo y de 60 a 120 nm de altura. Esto
revela la influencia del bloque inferior de PLL/PSS en la morfologia del bloque superior de
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Figura 4.9: FEsquema de la multicapa de polielectrolitos en “dibloque”. Estd formado por un

blogue inferior de (PLL/PSS)s y un bloque superior de (PLL/Alg),PLL o (PLL/Dezx),PLL

(a). Esquema que muestra la posible interdigitacion de los distintos polielectrolitos que forman
la pelicula en “dibloque” (b).

PLL/Alg.

El “dibloque” que contiene PLL/Dex como bloque superior puede analizarse de un modo
similar. En este caso el crecimiento del PLL/Dex puro no es tan facil de clasificar como el del
PLL/Alg, ya que oscila entre lineal y supralineal (Figura 4.1). Sin embargo, al depositarse
luego de un primer bloque de PLL/PSS se observa un crecimiento lineal (Figura 4.11 a.b).
Para el caso de las imdgenes de AFM (Figura 4.11 ¢,d) se obtienen superficies bastante mas
rugosas luego de depositar el PLL/Dex sobre el bloque inferior de PLL/PSS que lo que se
observaba para el caso del PLL/Alg.

Adhesion celular sobre las MPEs en “dibloque”

La adhesién de células A549 sobre multicapas de (PLL/Alg),PLL y (PLL/Dex),PLL
mejoro considerablemente cuando los polielectrolitos se ensamblaron sobre un primer bloque
de (PLL/PSS),, formando una estructura en “dibloque” (Figura 4.12). Las imdgenes de
microscopia de contraste de fase muestran que la adhesion mejora cuando se ensamblan 1,
2 0 4 bicapas del segundo bloque, aunque las células presentan un area promedio mayor
cuando n = 2.

Las tinciones de fluorescencia de la F-actina muestran que las células sembradas sobre las
MPEs en “dibloque” presentan un citoesqueleto celular organizado con fibras de actina largas
que atraviesan todo el citoplasma celular al igual que las células sembradas sobre vidrio, y
en contraste con las células sembradas sobre MPEs de (PLL/Alg);PLL o (PLL/Dex);PLL,
que presentan una extensién menor del citoesqueleto y adhesioness focales difusas (Figuras
413 y 4.14).

El afea promedio de las células A549 sembradas sobre (PLL/Alg);PLL o (PLL/Dex);PLL



CAPITULO 4. Composicién de multicapas de polielectrolitos 186

a) (PLL/PSS),(PLL/Alg),PLL b) (PLL/PSS),(PLL/Alg),PLL
_L‘—L,_\ .-.Nmt 4 12 . .
S ~JV N .
; W e g |
w W S .
< u % .
&, B |ﬂw 1 12 2 = =
- IL | 4 ="
210 Hqﬂr '@1
i o . o 0] =
0 10 20 30 40 0 5 10 15 20 25
10°t/s Numero de Capas
c) d) : :
30 nm
: 0nm
(PLL/PSS),PLL (PLL/PSS),(PLL/Alg),PLL

Figura 4.10: a) Cambio de frecuencia (curva azul) y de disipacion (curva ro-

ja) del 3.° armdnico en funcion del tiempo para el ensamblado de multicapas de

(PLL/PSS)s(PLL/Alg),PLL. b) Valores absolutos de AF en funcion del nimero de capas

calculados a partir de la curva azul mostrada en a). ¢) Imdgenes de AFM en seco de multi-
capas de (PLL/PSS)sPLL (¢) y (PLL/PSS)s(PLL/Alg)sPLL (d).
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Figura 4.11:

(PLL/PSS),PLL

(PLL/PSS),(PLL/Dex),PLL

a) Cambio de frecuencia (curva azul) y de disipacion (curva ro-

ja) del 3.° armdnico en funcion del tiempo para el ensamblado de multicapas de

(PLL/PSS)s(PLL/Dex),PLL. b) Valores absolutos de AF en funcion del nimero de ca-

pas calculados a partir de la curva azul mostrada en a). ¢) Imdgenes de AFM en seco de
multicapas de (PLL/PSS)sPLL (c¢) vy (PLL/PSS)s(PLL/Dex),PLL (d).
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Figura 4.12: Imdgenes de células A5/9 adheridas sobre wvidrio, MPEs mono-blogue

de (PLL/PSS);PLL, (PLL/Alg);PLL y (PLL/Dex);PLL, (a) y sobre MPEs di-bloque

(PLL/PSS)s (PLL/X),PLL (X = Alg, Dex; n = 1, 2 0 4). (b) Las imdgenes fueron to-
madas 48 horas luego de la siembra.
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Figura 4.13: Imdgenes de fluorescencia de actina (rojo) y ADN (azul) de células A549.

La tincion se realizo 72 horas luego de la siembra sobre los substratos indicados en la figura

(a). Areas normalizadas promedio de las células, 48 horas después de la siembra. Para cada

substrato las dreas de las células fueron menores (gris claro), iguales (gris) o mayores (gris

oscuro) respecto a las medidas en vidrio segun un ANOVA con test de Fisher de 0.05 de
confidencia.
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Figura 4.14: Imdgenes de fluorescencia de actina (rojo) y ADN (azul) de células A549.
La tincion se realizo 72 horas luego de la siembra sobre los substratos indicados en la figura
(a). Areas normalizadas promedio de las células, 48 horas después de la siembra. Para cada
substrato las dreas de las células fueron menores (gris claro) o iguales (gris) respecto a las
medidas en vidrio segun un ANOVA con test de Fisher de 0.05 de confidencia.
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fue alrededor de 0.4 veces la obtenida para células sembradas sobre vidrio, en tanto que las
células sembradas sobre un MPE en “dibloque” con n = 1, 2 alcanzaron un area promedio
mayor para el bloque superior de (PLL/Alg) o similar para el bloque superior (PLL/Dex),
que la obtenida sobre vidrio o (PLL/PSS);PLL (Figuras 4.12, 4.13, 4.14). Con n = 4 el drea
celular promedio disminuy6 a un valor similar al obtenido sobre vidrio para las multicapas
cuyo bloque superior estaba compuesto por (PLL/Alg) y a valores un poco inferiores respecto
al obtenido sobre vidrio para aquellas compuestas por (PLL/Dex).

Las diferencias en la adhesion celular que producen los distintos niimeros de bicapas en el
bloque superior también pueden observarse en las imagenes de fluorescencia del citoesqueleto
de actina y de la vinculina que forma parte de las adhesiones focales (Figura 4.15). Las célu-
las sembradas sobre multicapas de (PSS/PLL)g(PLL/Alg),PLL (con n = 1, 2 0 4) presentan
adhesiones focales maduras (puntos verdes) al igual que lo hacen sobre vidrio y peliculas
de (PSS/PLL);PLL, en contraste con las células sembradas sobre (PLL/Alg),PLL, las que
apenas exhiben adhesioness focales de una manera difusa. Cabe destacar que las células ad-
heridas sobre (PSS/PLL)¢(PLL/Alg):PLL muestran fibras de actina més largas distribuidas
a lo largo del citoplasma, areas celulares mayores y adhesiones focales mas grandes que las
células adheridas sobre (PSS/PLL)s(PLL/Alg),PLL.

Para analizar el efecto del espesor de la pelicula sobre la adhesién celular y poder com-
pararlo con lo observado en las multicapas en “dibloque”, se analizo6 el area celular promedio
sobre multicapas de (PLL/Alg),PLL con n entre 0 y 7 (Figura 4.16). La deposicién de sélo
una capa de PLL (n = 0) presenta areas promedio de adhesién celular 1.4 veces mas grandes
que en vidrio, lo que pone de manifiesto la habilidad del PLL para promover la adhesién
celular sobre plastico y vidrio [4.17]. Una multicapa con n = 1 disminuye el drea promedio
de adhesion celular a un 50 % de la encontrada sobre vidrio, mientras que con 3 - 4 bicapas
de PLL/Alg depositadas sobre vidrio se alcanza un valor del drea normalizada constante
alrededor de 0.4. Cabe destacar que el ensamblado de 3 bicapas de (PLL/Alg) seguido con
la QCM-D produce un -AF ~ 120 Hz (Figura 4.1), aproximadamente el mismo cambio de
frecuencia que produce el ensamblado de una sola capa de (PLL/Alg) sobre un bloque de
(PLL/PSS)¢ (Figura 4.10). Teniendo presente este comportamiento, se puede indicar que
a igualdad de masa depositada la diferencia observada sobre la adhesién celular observa-
da para las células sobre MPEs en “dibloque” comparadas con las obtenidas sobre MPEs
en “monobloque” es significativa. El depdsito de 1-2 bicapas de (PLL/Alg) produce una
disminucién abrupta o una mejora en la adhesion celular cuando son depositadas sobre un
substrato de vidrio o sobre un bloque de (PLL/PSS)s (Figuras 4.16 y 4.13), respectivamente.

Un comportamiento similar al descripto para las células A549 se encontré para la linea
celular C2C12 (Figura 4.17). Una mejora en la adhesion celular se observé cuando las células
fueron sembradas sobre un “dibloque” de (PSS/PLL)¢(PLL/Alg),PLL en comparacién con
las areas encontradas sobre las peliculas de (PSS/PLL);PLL o (PLL/Alg);PLL por separado
(multicapas “monobloque”).

4.3. Discusion

4.3.1. Multicapas “monobloque” (Policatién/Polianién);Policatién

Los resultados de este capitulos mostraron que la adhesion y proliferacion de células
A549 puede ser modulada por la composicion de las MPEs (Figuras 4.4, 4.5, 4.6 y 4.7). La
morfologia y el area celular se utilizo para evaluar las caracteristicas de adhesion sobre las
multicapas. El drea de adhesién , drea de extensién del citoplasma promedio, 870 pum?, y los
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después de la siembra en los substratos que se indican en la figura.

Vidrio

(PLL/PSS),
PLL

(PLL/Alg),
PLL

(PLL/PSS),
(PLL/AIg),
PLL

(PLL/PSS),
(PLL/AIg),
PLL




CAPITULO 4. Composicion de multicapas de polielectrolitos 193

ll

Areas normalizadas

b
3 4 5 6 7

Numero de bicapas

AR

Vidrio 0 |

Figura 4.16: Areas normalizadas de células Ab549 sembradas sobre vidrio y peliculas de
distinto nimero de bicapas de (PLL/Alg), PLL. Cuando n = 0, sélo se deposita una capa de
PLL.

pardmetros morfolégicos (redondez y relacién de aspecto) en el rango 1.5-1.6 encontrados
sobre vidrio, se utilizaron como referencia para analizar los valores obtenidos para las células
sembradas sobre las distintas MPEs. Entonces, valores grandes de areas celulares promedio y
parametros morfolégicos cercanos a 1.5 indican buenas propiedades de adhesién. Se demostréd
que estos parametros dependen de la quimica de las MPEs definida por la combinacion de los
distintos policationes y polianiones, siendo siempre la ultima capa el policatién (Figuras 4.5
y 4.6). Por ejemplo, las multicapas que tenfan PLL como policatién resultaron en superficies
con poca adhesion cuando se ensamblaron con los polianiones naturales HA, Alg, Dex; el area
de adhesion promedio resulté menor a la mitad del encontrado para células sembradas sobre
vidrio. Estas MPEs tuvieron un crecimiento supralineal (Figura 4.1) y se espera que tengan
baja rigidez [4.18-4.20]. Por ejemplo, las multicapas de PLL/HA son relativamente blandas
[4.21] con un mdédulo de Young (E) en el rango de 3-85 kPa [4.8, 4.22, 4.23] dependiendo
de las condiciones del ensamblado. En general, la adhesion sobre MPEs ensambladas con
polielectrolitos naturales [4.24], tienden a inhibir la adhesién celular. Se encuentra en la
literatura que las peliculas de (Chi/HA)y ensambladas a pH = 4.5 y 150 mM de NaCl
tienen un modulo de Young E = 15 kPa [4.14].

Las MPEs ensambladas con polianiones de origen natural y policationes sintéticos como
PEI/Alg, PEI/dex y PAH/Dex presentaron una mejor adhesion celular que la descripta en
el parrafo anterior. Las dreas celulares normalizadas dieron valores en el rango 0.6 - 0.8. Para
el caso del PAA, su gran hidrofilicidad [4.25] podria explicar porqué las dreas de adhesién de
células sembradas sobre peliculas ensambladas con PAA como policatién fueron mayores que
las observadas cuando se utilizo Alg o HA, pero permanecieron significativamente menores
que sobre vidrio.

Por otro lado, las MPEs ensambladas utilizando el polianiéon sintético PSS mostraron
buena adhesion celular, al menos en el rango de tiempo de los ensayos de este trabajo. La
mayor area relativa promedio fue encontrada para las células sembradas sobre multicapas de
PEI/PSS, con un valor 1.2 veces més grande que el encontrado sobre el vidrio. Los valores
tipicos de E para MPEs sintéticas como (PAH/PSS) estén en el 6rden de los Gpa [4.25], y
mostraron un crecimiento lineal en la masa depositada en funcién del tiempo o nimero de
capas (Figura 4.2).

Es importante notar que el comportamiento descripto depende de la linea celular, y
es entonces valido sélo para la linea celular A549, utilizada en los experimentos, o lineas
celulares de caracteristicas similares. Por ejemplo, mientras que la adhesion de ciertas lineas
celulares es sensible a la rigidez del substrato, la adhesion de otras lineas parece no depender
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Figura 4.17: a) Imdgenes de células C2C12 adheridas sobre wvidrio, MPEs
“monobloque” de (PLL/PSS);PLL vy (PLL/Alg); PLL vy sobre MPEs en “dibloque”
(PLL/PSS)s(PLL/Alg),PLL (n =1, 2 0 4). Las imdgenes fueron tomadas 48 horas luego de
la siembra. b) Areas normalizadas promedio de las células, 48 horas después de la siembra.
Para cada substrato las dreas de las células fueron menores (gris claro) o iguales (gris)
respecto a las medidas en vidrio sequn un ANOVA con test de Fisher de 0.05 de confidencia.
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de esta [4.26].

También es importante tener en mente que los experimentos de adhesion se llevaron a
cabo en medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino (SFB), cuyas proteinas se ad-
sorben sobre la superficie de las MPEs y median la interaccién entre las células y el substrato,
y pueden bloquear parcialmente algunos grupos funcionales de los polielectrolitos capaces de
interactuar con las células. A pesar de esto, se encontraron diferencias en el comportamiento
de las células sembradas sobre las multicapas con diferentes policationes terminales. Enton-
ces, es posible que la capa de proteinas tenga distintas caracteristicas dependiendo de la
composicién de las MPEs. Al respecto, se publicé que las multicapas de (PDADMAC/PSS)
terminadas en PDADMAC, aun en presencia de SFB que bloquea segmentos positivos libres
del polication, presentan baja adhesion y viabilidad celular, mientras que las terminadas
en PSS presentan una buena adhesién [4.27]. Los resultados obtenidos indicaron una baja
adhesion y proliferacion de las células A549 sobre MPEs ensambladas con PDADMAC, co-
mo era de esperarse debido a la fuerte interaccion entre los segmentos libres positivos del
PDADMAC y las proteinas y fosfolipidos negativos de la membrana celular, causando cito-
toxicidad [4.28, 4.29]. A pesar de estas caracteristicas del PDADMAC, este polielectrolito se
utiliza para estudiar el efecto de gradientes de hinchamiento por efecto de la absorcion de
agua en la multicapa polimérica [4.29)].

La proliferacion celular sobre las MPEs, evaluada mediante el ensayo de MTT realizado
a las 24, 48 y 72 horas luego de la siembra (Figura 4.7), permite inferir acerca de la posible
toxicidad de las multicapas. El nimero de células es proporcional a la absorbancia del MTT
metabolizado. Debido al montaje experimental utilizado en estos ensayos, la proliferacién
celular estd influenciada por la adhesion de las células ya que la falta de senales de anclaje
resulta en el bloqueo de uno de los puntos de control tempranos del ciclo celular [4.30].

Se encontré que para varios tipos de células y diversos substratos la proliferacion es
Optima para fuerzas de adhesion intermedias, en tanto que las células permanecen en un
estado quiescente cuando la capacidad de adhesién es muy alta [4.31]. El nimero de células
sembradas sobre las MPEs ensambladas con policationes y polianiones naturales, excepto
PLL/HA, exhibié un crecimiento exponencial, aunque las dreas de adhesién, fueron menores
que sobre las MPEs ensambladas con algunos polianiones sintéticos. Por otro lado, la tasa de
proliferacion fue constante cuando las células se sembraron sobre MPEs ensambladas con PSS
y todos los policationes estudiados. La adhesién sobre estas multicapas fabricadas con PSS
fue buena excepto cuando el polication fue PDADMAC. Con PDADMAC se obtuvieron
peliculas con mala adhesién y crecimiento sublineal del nimero de células en funcién del
tiempo. Las cadenas positivas de PDADMAC, atun luego de la adsorcion de proteinas del
suero, parecen inhibir la proliferacion celular, especialmente en las multicapas ensambladas
con HA, Alg y PAA [4.28]. En resumen, un cambio en la composicién de las multicapas
afectod la adhesion y la proliferacién celular de modo diferente.

Los datos discutidos indican la dependencia de las funciones celulares, adhesion y proli-
feracién con la composicion de la pelicula. Esta ultima determina el tipo de crecimiento y
las propiedades fisicas del substrato, como la rigidez y el caracter hidrofilico que las células
pueden sensar. Las MPEs més biocompatibles, obtenidas mediante la combinacion de po-
licationes naturales PLL o Chi con cualquiera de los polianiones naturales HA, Alg, Dex,
resultaron superficies en donde las células se expandieron menos que sobre vidrio. Las MPEs
obtenidas mediante el ensamblado de PLL o PEI con PSS resultaron en superficies mas ad-
herentes para las células A549, acercandose al comportamiento observado sobre vidrio. Sin
embargo, el nimero de células aumentd a una tasa constante mas que con un régimen expo-
nencial. Estos resultados indican que la composiciéon de las MPEs es importante para ajustar
las funciones célulares adecuadamente, y que podrian ser utilizadas para diseniar materiales
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con aplicaciones particulares.

4.3.2. “Dibloques” de multicapas de polielectrolitos

Resulta de interés controlar la composicién de las MPEs para generar materiales bio-
compatibles con propiedades adhesivas bien controladas. Estos biomateriales pueden tener
posibles aplicaciones para el diseno de transportadores de drogas con objetivos especificos,
para la ingenieria de tejidos o para asistir en el proceso de sanaciéon de heridas. Los resultados
obtenidos para MPEs formados por combinacion de un polication y un polianiéon, mostra-
ron que las multicapas a base de PSS tienen muy buenas propiedades adhesivas. Por este
motivo, para mejorar las propiedades adhesivas de las multicapas biocompatibles a base de
(PLL/Alg) o (PLL/Dex), se decidi6 cambiar la composicién interna de estas MPEs inclu-
yendo al PSS en las primeras capas de la pelicula sin alterar la composicién quimica de las
capas externas, formada por polielectrolitos naturales biocompatibles.

Se prepararon MPEs con un bloque inicial de multicapas ensambladas con PSS como
polianién y PLL como polication. Sobre este bloque, se ensamblé un niimero variable de capas
de (PLL/Alg) o (PLL/Dex) como bloque superior. De esta manera se asegura que la superficie
de la pelicula permanezca biocompatible. La combinacién de (PLL/PSS)g con (PLL/Alg),
o (PLL/Dex),, formando un sistema en “dibloque” permitié aumentar la adhesién celular
en comparaciéon con los substratos cubiertos con el mismo nimero de capas de (PLL/Alg)
o (PLL/Dex) que los sistemas en “dibloque”. Ademés, las MPEs en “dibloque” mostraron
areas de adhesién mayores cuando n = 2, que paran = 1 o n = 4 (Figuras 4.12, 4.13, 4.14,
4.15 y 4.17).

Las imégenes de inmunofluorescencia (Figura 4.15) de las células sembradas sobre pelicu-
las de (PLL/Alg);PLL muestran un citoesqueleto de actina difuso y ausencia de vinculina
formando adhesiones focales. Por otro lado, las células sembradas sobre vidrio o “dibloques”
de MPEs poseen fibras de actina mas extensas que atraviesan el citoplasma y algunas se
conectan con las adhesiones focales. En las peliculas de (PLL/PSS)s(PLL/Alg)oPLL este
hecho se vé méas marcado, en acuerdo con la tendencia vista para las areas de adhesion
promedio.

En resumen, los “dibloques” de MPEs presentan propiedades diferentes de adhesion ce-
lular respecto a las observadas para las MPEs formadas por la combinacién de un inico par
de polielectrolitos. Este hecho se puede interpretar por la interdigitacion de los polielectro-
litos durante el ensamblado o luego del mismo, que le confieren a la multicapa propiedades
fisicoquimicas distintas a las encontradas para cada bloque que compone el sistema. En otras
palabras, moléculas de PSS del bloque inferior se encuentran problablemente en el bloque
superior, al igual que moléculas de Alg del bloque superior se encuentran en el bloque inferior
(Figura 4.9). La informacién provista por la QCM-D y la AFM indica que el crecimiento y
la morfologia de las multicapas de (PLL/Alg) o (PLL/Dex) es diferente dependiendo de si
fueron depositadas sobre vidrio o sobre un primer bloque de (PLL/PSS) (Figuras 4.1, 4.10
y 4.11).

La interdigitacion hace que las propiedades del bloque superior en una MPEs formada por
un sistema en “dibloque” sean diferentes de las propiedades del mismo bloque ensamblado
sobre vidrio. Cuando el niimero de capas del bloque superior es de 4 a 6 bicapas, los efectos
del bloque inferior disminuyen y la adhesién celular comienza a disminuir. Agregar més
capas de polielectrolitos al bloque superior promueve una mayor disminucién de la adhesiéon
celular, sugiriendo que luego de depositar 4-6 bicapas, la interdigitacién ya no esta jugando
un rol significativo.

La interdigitacién es un fenémeno conocido en las MPEs y existen muchas publicaciones
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al respecto [4.32-4.34]. Cuando una capa de polielectrolito se ensambla en una multicapa,
puede afectar la pelicula hasta 4 capas por debajo de ésta. La interdigitacion ocurre en MPEs
cuyo espesor crece tanto lineal como supralinealmente [4.35]. Incluso en MPEs compactas,
que crecen linealmente, las nuevas capas adsorbidas se interdigitan dentro de las capas mas
externas [4.36]. Al respecto, en trabajos de otros autores se informé que la rugosidad de las
interfases entre capas de polielectrolito es menor cerca de la interface pelicula/aire que en las
bicapas interiores [4.37], un hecho que se explica por la interdifusién de la capas inferiores
promovida por cada capa de polielectrolito depositada.

Los experimentos de interdigitacién proveen un modo simple de ajustar las propiedades
adhesivas de las multicapas preparandolas como bloques de manera de mantener la quimica
superficial del bloque superior practicamente sin modificacién. En este caso, se fabricaron
superficies biocompatibles con adhesién celular mejorada utilizando un bloque inferior con
PSS, que por su estructura vitrea incrementa el médulo eldstico de las peliculas [4.38]. Para
la misma quimica superficial, si las propiedades mecanicas de la pelicula cambian, la adhesién
celular también puede cambiar.

4.4. Conclusiones

Se estudio el efecto de la quimica de las MPEs sobre la proliferacion y adhesion de células
A549 comparando el crecimiento, el area y la morfologia celular sobre vidrio y sobre MPEs
con composiciones variadas, formadas por distintas combinaciones de polielectrolitos.

En general, las MPEs de origen natural, “blandas” y con un crecimiento supralineal,
resultaron en substratos con poca adhesién celular. Las MPEs ensambladas con PSS co-
mo polianion y cada polication excepto PDADMAC resultaron en superficies mucho més
adherentes.

Por otro lado, se observé que el cambio en la composicion de las MPEs afecta la adhesion
celular y la proliferaciéon de manera diferente. Particularmente, las MPEs con PSS, a pesar de
tener buenas propiedades adhesivas, promueven un crecimiento lineal del nimero de células
en lugar de uno exponencial, como ocurre con muchas MPEs formadas por polielectrolitos
naturales.

Para cada MPE con un determinado policatiéon en la tdltima capa, a pesar de la presencia
de proteinas adsorbidas desde el medio de cultivo, las células son capaces de sensar las
propiedades fisicas y quimicas de la pelicula impuestas por el cambio del polianién de las
capas interiores. Las diferentes combinaciones de polielectrolitos utilizadas en el proceso de
ensamblado generan MPEs con un niimero constante de capas pero con distintas propiedades
fisicoquimicas que pueden ser sensadas por las células. De esta manera, las diferencias en la
adhesion y proliferacion celular son el reflejo del cambio en los grupos funcionales de cada
polielectrolito, del espesor de la pelicula, la rigidez, el tipo y conformacién de las proteinas
adsorbidas desde el medio de cultivo.

Para el caso de las MPEs en “dibloque”, la interdigitacién entre los polielectrolitos del
bloque inferior y del bloque superior genera una pelicula con propiedades diferentes a las
de cada uno de los bloques depositados sobre vidrio. El efecto de la interdigitacion sobre
las propiedades de la multicapa se manifiesta hasta 4 - 6 bicapas desde la capa superior. La
fabricacion MPEs en “dibloque”, es un procedimiento simple y facil para generar superficies
que modulen la adhesion celular mediante la combinacién precisa de bloques de multicapas
formadas por un solo par policatién/polianién, dando sistemas biocompatibles mas complejos
y versatiles.
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Capitulo 5

Efecto del recocido de las peliculas de
polielectrolitos en las propiedades
fisicoquimicas de las peliculas y en la
adhesion celular: sistema PLL/Alg y
PLL /Dex

5.1. Introducciéon

Los materiales de origen natural resultan de interés para aplicaciones biomédicas y en el
estudio de la adhesion, migracién y otros procesos celulares [5.1]. Por otro lado, las superficies
que presentan gradientes en sus propiedades fisicoquimicas permiten simular mas fehacien-
temente las caracteristicas de la matriz extracelular al inducir una dependencia espacial de
las funciones celulares [5.2]. Numerosos grupos de investigacién desarrollaron gradientes en
el pH de ensamblado de las MPEs modificando el grado de hinchamiento [5.3], gradientes
en la rigidez de la MPE [5.2, 5.4], en la concentracién de péptidos adhesivos o de factores
de crecimiento [5.2, 5.5] mediante dispositivos de microfluidica, proporcionando un control
espacial de senales fisicas y biologicas que impacten en el destino celular. También se reporté
el efecto del control espacial del grado de hinchamiento de MPEs sumergidas en un gradiente
de sales, sobre la migracién celular guiada por durotaxis y su dependencia con la densidad
celular y las interacciones célula-célula [5.6]. Ademds, se pueden generar gradientes estables
de rigidez en MPEs ensambladas sobre substratos de silice o en MPEs libres controlando el
tiempo de inmersién en una solucién de agentes entrecruzantes naturales. [5.7].

En este capitulo se describe una nueva estrategia para mejorar la adhesién celular sobre
MPEs fabricadas con biopolielectrolitos basada en el recocido térmico. Se mostrarda que el
recocido térmico, el calentamiento de las MPEs a temperatura constante, tiene un fuerte
impacto en las peliculas a base de PLL/Alg y PLL/Dex, resultando en una gran mejora
de la adhesién celular. Las células A549 y C2C12 sembradas sobre peliculas de PLL/Alg
y PLL/Dex recocidas presentan caracteristicas de adhesién similares a las sembradas sobre
vidrio, mientras que las células se adhieren pobremente sobre peliculas de igual composicién
sin tratamiento. No se observan diferencias en la adhesion de células BHK sembradas sobre
las peliculas recocidas o sin recocer, lo que pone de manifiesto que las interacciones célula-
substrato dependen de la linea celular. El ensamblado de las MPEs se monitoreé mediante
QCM-D y las peliculas se caracterizaron mediante AFM y experimentos de nanoindentacion,
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medidas de dngulo de contacto, potencial zeta y XPS. También se evalué mediante QCM-D
la adsorcién de SAB y FN sobre las peliculas no recocidas y recocidas. Los cambios en la
adhesion celular luego del recocido se correlacionaron con los cambios en las propiedades de
las MPEs: topografia, rigidez, mojabilidad y deposicién de proteinas.

Finalmente, se muestran los resultados de aplicar un gradiente de temperatura entre 10
°Cy 50 °C sobre MPEs de PLL/Alg para producir cambios continuos en las propiedades fisi-
coquimicas de la pelicula que afecten la adhesion celular. El angulo de contacto, la adsorciéon
de proteinas y el area celular promedio varian en forma monétona desde la zona expuesta a
una menor temperatura hacia la zona expuesta a una temperatura mayor.

5.2. Resultados

5.2.1. Fabricacién de MPEs y recocido

Las multicapas de polielectrolitos se fabricaron mediante inmersion manual de un subs-
trato de vidrio en las soluciones de los respectivos polielectrolitos, se secaron al aire y poste-
riormente se trataron térmicamente. Las MPEs son sistemas fuera del equilibrio y se espera
que sean perturbados por la temperatura.

En la figura 5.1 se muestra el seguimiento del ensamblado de 15 capas de PLL/Alg sobre
un cristal de SiOy mediante QCM-D. La frecuencia disminuye durante el pasaje de cada
solucién de polielectrolito por la celda de la microbalanza, lo que indica un aumento en la
masa depositada. El cambio total de frecuencia, que crece exponencialmente con el nimero de
capas, fue de -407 Hz. Las propiedades mecanicas de la pelicula pueden ser cualitativamente
descriptas a través de la separacion de las curvas de frecuencia que corresponden a los
distintos arménicos y los cambios en la disipaciéon durante el ensamblado de PLL y Alg.
Para cada capa de Alg depositada, hay un incremento pronunciado en la disipacién, por
ejemplo al depositar la 6.° capa (3.° capa de polianién, delimitada con linea de puntos en la
figura 5.1) se observ6 un cambio de AD = 3.37 x 107% a AD = 12.45 x 1075, También puede
observarse una separacién entre los tres armoénicos. Este comportamiento esta relacionado a
la baja rigidez del Alg, que aumenta las caracteristicas viscoelasticas de la pelicula. Por otro
lado, cuando se deposita PLL en la 7.° capa, la disipacién disminuye a la mitad (AD = 6.15
x 107%) al mismo tiempo que disminuye la distancia entre los arménicos, lo que indica que
el depédsito de PLL tiende a otorgarle rigidez o caracteristicas sélidas a la multicapa.

Una vez ensamblada la pelicula de (PLL/Alg);PLL se realizé el recocido en estufa. Se
probaron temperaturas entre 24 y 80 °C durante distintos tiempos de recocido con las pelicu-
las secas o sumergidas en agua. Las peliculas recocidas durante 3 dias en seco a temperaturas
de 37 °C o mayores presentaron mejoras en la adhesion celular, alcanzando valores de area
promedio similares a los encontrados sobre vidrio.

Las peliculas que habian sido sumergidas en agua y calentadas, no presentaron diferen-
cias en la adhesién celular respecto a las no recocidas (Figura 5.2a). Tampoco se observaron
diferencias en la adhesién celular sobre peliculas dejadas a 24 °C durante 3 dias. Arbitraria-
mente se decidi6 trabajar a 37 °C, la temperatura a la que se encuentra la estufa de cultivo
celular, lo que permite realizar el tratamiento térmico en condiciones ascépticas.

El nimero de capas de la pelicula también es un factor a tener en cuenta a la hora de
mejorar la adhesion celular mediante tratamiento térmico. Las multicapas de PLL/Alg con 15
capas, es decir (PLL/Alg);PLL, presentan mejoras en la adhesion celular cuando son tratadas
a 37 °C (o més) durante 3 dias. Peliculas con mayor nimero de capas, como (PLL/Alg)4PLL,
no presentan buena adhesién luego de aplicar el mismo tratamiento térmico (Figura 5.2b).
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Figura 5.1: Ensamblado de 15 capas de PLL/Alg sequido por QCM-D. Las diferentes curvas

corresponden al 3.°, 5.° y 7.° armonico. Las lineas de puntos delimitan los intervalos de

tiempo en que se deposito la 3.° capa de polianion y la 4.° capa de polication, segun se indica
en la figura.
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Sin embargo es posible conseguir una buena adhesién celular modificando el esquema de
ensamblado y calentamiento.

Se ensamblan primero 15 capas obteniendo las peliculas (PLL/Alg),PLL, luego de secar
se realiza un tratamiento térmico a 37 °C durante 3 dias, se ensamblan las 14 capas restantes
y finalmente se repite el tratamiento térmico. De esta manera es posible conseguir peliculas de
mayor espesor con buena adhesién celular. Por cuestiones de practicidad, se decidié trabajar
con peliculas de 15 capas, (PLL/Alg);PLL y (PLL/Dex);PLL, con PLL como tltima capa.

5.2.2. Caracterizacion de las MPEs

Las imdgenes de AFM de las peliculas de (PLL/Alg);PLL presentaron cambios en la
morfologia de la superficie luego del recocido (Figura 5.3a). La multicapa de (PLL/Alg),PLL
presentd estructuras globulares de 100-300 nm de largo y entre 5 y 10 nm de altura, con
picos que pueden alcanzar los 30 nm de altura. Luego del tratamiento térmico la superficie
se volvié més plana, presentando estructuras més anchas y de menor altura (Figura 5.3b).
La rugosidad de la superficie, expresada en términos de la desviacién cuadratica media de
las alturas (Rms), muestra una disminucién de 4 a 2 nm luego del recocido térmico (Figura
5.3¢).

La rigidez de las MPEs de PLL/Alg antes y después del recocido se estudié a través de
medidas de nanoindentacién. Aplicando el modelo de Hertz para ajustar las curvas de f-d
se obtuvo el médulo de Young E de las multicapas. Se observé un aumento en la rigidez
de las peliculas de 50 MPa a 450 MPa luego del recocido (Figura 5.3d). La evaluacion del
modulo elastico es una aproximacion debido a que para su obtencién se realizan numerosas
suposiciones. Los valores obtenidos fueron muy altos comparado a los que se esperaban
obtener para MPEs libres de PLL/Alg, debido principalmente a la influencia del substrato
de vidrio. Sin embargo, bajo las mismas condiciones experimentales y aplicando los mismos
modelos para ajustar las curvas obtenidas para peliculas recocidas y no recocidas, los valores
pueden compararse para estimar propiedades elasticas relativas. Se observa un incremento
en la rigidez de aproximadamente un orden de magnitud luego del recocido.

De lo expuesto surge que las MPEs de PLL/Alg recocidas son més lisas y rigidas que
las no recocidas, lo que indicaria un reordenamiento de las cadenas de polielectrolitos para
formar una estructura mas compacta.

5.2.3. Mojabilidad y carga superficial

La determinacién del angulo de contacto permite evaluar la mojabilidad de las peliculas
antes y después del recocido (Figura 5.4a). El dngulo de contacto promedio fue de 36 + 2.8°
para las multicapas de (PLL/Alg);PLL antes del recocido. Este valor sugiere una hidrofilici-
dad relativament alta, en acuerdo con las caracteristicas hidrofilicas del Alg y el PLL. Luego
del recocido, las propiedades de mojado de la pelicula cambian drasticamente. El angulo de
contacto de las peliculas recocidas a 37 °C fue de 93 £ 4.6° y el de las recocidas a 80 °C fue
de 95 £ 1.8°. Esto indica que el recocido de las multicapas aumenta su hidrofobicidad.

Ademas, el potencial zeta de las multicapas ensambladas sobre particulas coloidales varia
de -1.3 mV a -14.1 mV y -27 mV luego del recocido a 37 y 80 °C, respectivamente (Figura
5.4b). El uso de coloides en lugar de superficies planas puede producir diferencias en las
caracteristicas de las multicapas debido principalmente a los distintos pasos utilizados du-
rante el ensamblado de las peliculas sobre las particulas coloidales, sin embargo comparar
los resultados de potencial zeta obtenidos para sistemas coloidales con sistemas planos es
una aproximacion valida y utilizada por diferentes grupos. El valor pequeno y cercano a
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Figura 5.2: a) Areas celulares promedio de células A549 sembradas sobre vidrio y peliculas

de (PLL/Alg); PLL tratadas 3 dias a 24 o 37°C secadas o sumergidas en agua. b) Imdgenes

de células C2C12 sembradas sobre vidrio, multicapas de (PLL/Alg); PLL, (PLL/Alg);PLL y

(PLL/Alg)14PLL recocidas a 37 °C durante 3 dias y (PLL/Alg)4PLL ensamblado y recocido
en dos etapas como se describe en el texto.
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Figura 5.3: a) Imdgenes de AFM de (PLL/Alg); PLL no recocida y (PLL/Alg); PLL recocida

luego de secadas. b) Perfiles de altura correspondientes a la linea trazada en a). ¢) Rugosidad

de las peliculas no recocida y recocida. d) Mddulo de Young de las MPEs no recocidas y
recocidas.
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Figura 5.4: a) Medidas de angulo de contacto sobre las multicapas de (PLL/Alg); PLL no
recocidas y (PLL/Alg); PLL recocidas a 37 y 80 °C durante 8 dias. b) Potencial zeta de
peliculas no recocidas y recocidas.

0 del potencial zeta previo al recocido, es indicativo de la interdigitacion de las capas. El
incremento en el valor negativo de la carga superficial luego del recocido indica que la carga
negativa del Alg estd presentada méas efectivamente en la superficie de la pelicula e implica
un reordenamiento molecular de la multicapa.

5.2.4. Analisis quimico

El andlisis quimico de las peliculas mediante XPS permitié estudiar la posibilidad de
que el recocido promueva cambios en la quimica de las multicapas de (PLL/Alg),PLL. El
recocido podria estar induciendo la formacion de enlaces amida entre los grupos carboxilato
del Alg y las aminas primarias del PLL.

En la figura 5.5 se muestran los espectros de alta resolucién en la region del N 1s. Los
dos picos a ~ 400 eV y ~ 401.5 eV se asignaron a los enlaces N-CO/C-NH, y C-NHJ,
respectivamente [5.8]. No se observan cambios en las energias de ligadura de estas especias
en los espectros de XPS de las peliculas recocidas a 37 y 80 °C con respecto al de las no
recocidas. Por otro lado, si hubiera entrecruzamiento entre las aminas del PLL y los grupos
carboxilato del Alg deberian formarse enlaces amida. Estos enlaces ya estan presentes en el
PLL, por lo que no deberian aparecer nuevas senales.

Por otro lado, la relacién de intensidad de las bandas N-CO/C-NH, y C-NHj cambia con
el recocido. La banda de N-CO/C-NH, aumenta en relacién con la de C-NH3 . Esto podria
indicar dos cosas: que luego del recocido se forma mas N-CO debido a la formacién de
nuevos enlaces amida o que los grupos NHJ se deprotonan durante el recocido aumentando
la cantidad relativa de NHy. Esto tltimo podria ser consecuencia de la deshidratacion de
los grupos pendientes del PLL. Al comparar la composicién quimica de las muestras (tabla
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Figura 5.5: Andlisis de XPS de las peliculas de (PLL/Alg); PLL no recocidas y recocidas a
37y 80°C.



CAPITULO 5. Recocido de multicapas: sistemas PLL/Alg y PLL/Dex 210

5.1), los porcentajes molares de C, O y N no cambian significativamente entre las peliculas
no recocidas y las recocidas. Durante la formacién de un enlace amida un grupo OH del
carboxilato se pierde en forma de agua, por lo que el entrecruzamiento de los polielectrolitos
deberia resultar en una disminucién del contenido de O. La ausencia de cambios en los
porcentajes molares de C, N y O luego del recocido indicarian que el tratamiento térmico
a estas temperaturas no induce la formacién de enlaces amida y el entrecruzamiento de la
multicapa.

| | C/at.% ][O /at.% [N /at. % |

No recocida 58.52 31.72 9.76
Recocida a 37 °C 60.37 30.11 9.52
Recocida a 80 °C 59.53 31.40 9.07

Tabla 5.1: Composicion quimica superficial de peliculas de (PLL/Alg); PLL no recocidas y
recocidas determinada por XPS y expresada como porcentaje atémico relativo (at. %).

5.2.5. Adsorcién de proteinas

La sero albimina bovina (SAB) y la fibronectina (FN) se usaron como proteinas modelo
para obtener informacion del impacto del recocido sobre la adsorcién proteica. La SAB
es la proteina mas abundante del suero del medio de cultivo, mientras que la FN es una
proteina tipica que promueve la adhesion celular. La superficie de las MPEs presentan grupos
cargados y las proteinas pueden depositarse a través de interacciones electrostaticas y otras
interacciones como puentes de hidrégeno, hidrofébicas, etc.

La adsorcién de SAB sobre la multicapa de (PLL/Alg);PLL produjo una disminucién de
frecuencia de AF = -186.5 Hz y un aumento en la disipacién de 8.0 x 107% u.a. (Figura 5.6a)
Luego del lavado, la cantidad de proteina depositada resulté en un AF = -100 Hz para el 3.°
armonico y la disipacién disminuyé a AD = 3.0 x 107% u.a. Por otro lado, las diferencias en
la frecuencia y la disipacién luego de la deposicion de la SAB sobre las multicapas recocidas
fue de AF =-45 Hz y AD = 1.5 x 107 u.a., respectivamente (Figura 5.6b). Luego del lavado,
la frecuencia disminuyé a valores cercanos a -35 Hz. Entonces luego del recocido a 37 °C la
masa de SAB que se deposita sobre la pelicula es aproximadamente 3 veces menor a la que
se deposita sobre la pelicula sin tratar. Ademas, un valor menor de disipacién se relaciona a
un material mas rigido, por lo que sobre la pelicula recocida se deposita una menor cantidad
de proteina pero formando una capa mas compacta. Sobre las peliculas recocidas a 80 °C la
deposicién de SAB fue atin menor, obteniendo un AF ~ -5 Hz.

Por otro lado, la adsorcion de FN presenta un comportamiento inverso. Las multicapas
de (PLL/Alg);PLL recocidas adsorben una cantidad de FN que se corresponde con un AF
= -65 Hz, un valor casi dos veces mayor que los AF = -35 Hz que se depositan sobre las
multicapas sin recocer (Figura 5.7). La disipacién presentd, para ambas peliculas, valores
similares alrededor de AD = 3.5 x 107% u.a.

5.2.6. Adhesion celular

Areas celulares y parametros morfolégicos

El impacto del recocido de las peliculas de (PLL/Alg);PLL sobre la adhesién celular se
ensay?é con las células A549, C2C12 y BHK, midiendo cambios del darea proyectada promedio,
la relacion de aspecto y la redondez de las células adheridas.
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Figura 5.6: Representaciones del 3.°, 5.° y 7.° armdnico de la frecuencia y la disipasion

para la adsorcion de BSA sobre multicapas de (PLL/Alg); PLL no recocidas (a) y recocidas
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Figura 5.7: Representaciones del 3.°, 5.° y 7.° armonico de la frecuencia y la disipasion
obtenidas para la adsorcion de FN sobre multicapas de (PLL/Alg); PLL no recocidas (a) y
recocidas (b).
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Figura 5.8: Caracteristicas de la adhesion de células A549 medidas 2 dias después de la

siembra sobre wvidrio, (PLL/Alg);PLL no recocida y (PLL/Alg);PLL recocida. a) Micro-

imdgenes de contraste de fase de células A549 sembradas sobre las distintas superficies. b)

Areas celulares promedio. ¢) Relacion de aspecto y redondez promedio. Se incluyen los erro-

res estdndar. Las diferencias significativas entre los promedios estdn indicados en escala de
grises (p = 0.05).

Las células A549 y C2C12 presentaron una baja adhesion sobre peliculas de (PLL/Alg);PLL
(Figuras 5.8 y 5.9), con areas celulares promedio cercanas a 400 um?. Este valor fue significati-
vamente menor que el obtenido para células sembradas sobre vidrio, 870 pm? para las células
A549 v 920 pum? para las células C2C12. Los valores de relacién de aspecto y rugosidad de las
células sembradas sobre peliculas de (PLL/Alg);PLL son cercanos a 1 y significativamente
menores que los encontrados sobre vidrio, lo que indica que las células estan redondeadas y
mal adheridas. Las células sembradas sobre las peliculas de (PLL/Alg);PLL tratadas térmi-
camente a 37 °C, presentaron areas de adhesion celular y parametros morfologicos similares
a los obtenidos para células sembradas sobre vidrio, excepto la redondez promedio de las
células C2C12 que fue significativamente mayor (2.70 £ 0.09 sobre (PLL/Alg);PLL recocida
y 2.43 £ 0.09 sobre vidrio).

Los fibroblastos BHK tienen un comportamiento distinto que el observado para las células
A549 y C2C12. El tratamiento térmico de las multicapas parece no modificar la interaccién
de las peliculas con las células BHK (Figura 5.10). Los fibroblastos sembrados sobre multi-
capas de (PLL/Alg);PLL no recocidas y recocidas presentaron dreas promedio y pardmetros
morfoldgicos similares o ligeramente inferiores a los observados sobre vidrio. El area promedio
de las células BHK sembradas sobre vidrio fue de 600 2 m?, mientras que el obtenido para
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Figura 5.9: Caracteristicas de la adhesion de células C2C12 medidas 1 dia después de

la siembra sobre vidrio, (PLL/Alg); PLL no recocida y (PLL/Alg); PLL recocida. a) Micro-

imdgenes de contraste de fase de células C2C12 sembradas sobre las distintas superficies.

b) Areas celulares promedio. ¢) Relacidn de aspecto y redondez promedio. Se incluyen los

errores estandar. Las diferencias significativas entre los promedios estan indicados en escala
de grises (p=0.05).
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Figura 5.10: Caracteristicas de la adhesion de células BHK medidas 2 dias después de

la siembra sobre vidrio, (PLL/Alg); PLL no recocida y (PLL/Alg); PLL recocida. a) Micro-

imdgenes de contaste de fase de células BHK sembradas sobre las distintas superficies. b)

Areas celulares promedio. c¢) Relacion de aspecto y redondez promedio. Se incluyen los erro-

res estandar. Las diferencias significativas entre los promedios estdn indicados en escala de
grises (p=0.05).

las células sembradas sobre las peliculas de polielectrolitos fue de alrededor de 400 p m?,
un 33 % menor. Cabe destacar que las caracteristicas de adhesion de las células BHK sobre
cada superficie es bastante heterogénea, con células redondeadas y con diferentes grados de
extension.

Las diferencias observadas en la adhesion muestran que la interaccién de las células con
las superficies es dependiente del tipo de célula. Las lineas celulares utilizadas en los expe-
rimentos son de naturalezas muy distintas: una linea tumoral epitelial de pulmén humano,
mioblastos de ratén y fibroblastos de rinén de hamster. Las dos tltimas tienen formas ahusa-
das, mientras que las primeras tienden a ser poliedros regulares. Los parametros morfolégicos
obtenidos dan cuenta de estas caracteristicas y para las células A549 y C2C12 se observd
la misma tendencia en la adhesién, mientras que el recocido de las MPEs parece no influir
demasiado en la capacidad de adhesion de las células BHK.

Tinciones fluorescentes

Las células A549 y C2C12 sembradas sobre las peliculas de (PLL/Alg);PLL sin recocer
mostraron un citoesqueleto de actina difuso localizado sobre todo en la periferia celular.
Por otro lado, las células adheridas sobre peliculas recocidas mostraron fibras de estrés
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Figura 5.11: Imdgenes de microscopia laser confocal de barrido de células A549 2 dias
después de la siembra sobre vidrio, peliculas de (PLL/Alg); PLL no recocidas, y peliculas de
(PLL/Alg); PLL recocidas.

bien ordenadas y extendidas a lo largo del citoplasma (Figuras 5.11 y 5.12). Las células
adheridas interactian y se extienden sobre los substratos a través de proteinas depositadas
provenientes del medio de cultivo y forman adhesiones focales [5.9]. La vinculina es una
proteina intracelular que conecta las fibras de estrés con la membrana en los sitios de anclaje
celular.

La adhesién celular fue evaluada midiendo el area total asociada a la tincion de vinculina
por célula (Tabla 5.2). Para las células A549 adheridas sobre peliculas de (PLL/Alg),PLL
recocidas el drea de adhesién fue de 23.2 & 0.1 pm?, un valor similar a los 27.7 & 0.1 pum?
obtenidos para las células sembradas sobre vidrio, y 4-5 veces mayor que los 5.2 £ 0.1 pym?
obtenidos para las células sembradas sobre MPEs no recocidas.

Por otro lado, para las células C2C12 el area de vinculina por célula fue de 39.7 4+ 0.1
pm? para aquellas sembradas sobre vidrio, 12.1 4 0.1 pum? para las sembradas sobre las
multicapas de (PLL/Alg);PLL no recocidas y 37.9 & 0.1 um? para las sembradas sobre las
multicapas recocidas. Para ambas células se observé una mejor adhesién sobre las peliculas
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Figura 5.12: Imdgenes de microscopia laser confocal de barrido de células C2C12 1 dia
después de la siembra sobre vidrio, peliculas de (PLL/Alg); PLL no recocidas, y peliculas de
(PLL/Alg); PLL recocidas.

recocidas, como se mostré en las figuras 5.11 y 5.12.

5.2.7. Gradiente térmico como estrategia para modular localmen-
te las propiedades de la MPE

Empleando el sistema de gradiente térmico descripto en Materiales y métodos se sometio
a las peliculas de (PLL/Alg);PLL a una variacién de temperatura aproximadamente lineal
entre 10 y 50 °C a lo largo de 2 cm. El gradiente de temperatura resultante fue cercano a
0.002 °C um™!. Teniendo presente los resultados de la figura 5.2, un recocido a 24 °C durante
3 dias de las multicapas de (PLL/Alg);PLL no produce mejoras en la adhesién celular, por
lo que es de esperar que el efecto del tratamiento sea bajo o nulo a bajas temperaturas y
conforme se incremente la temperatura sea mas apreciable.

El gradiente térmico produjo un cambio gradual en las propiedades fisicoquimicas a lo
largo de la pelicula de (PLL/Alg);PLL de 2 cm de longitud (Figura 5.13). El dngulo de
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| Linea celular | Vidrio | (PLL/Alg);PLL no recocida | (PLL/Alg);PLL recocida |
Ab49 27.7 + 0.1 pm? 5.2 + 0.1 pm? 23.2 4+ 0.1 pm?
C2C12 39.7 + 0.1 ym? 12.1 £+ 0.1 ym? 37.9 + 0.1 pm?

Tabla 5.2: Area total de vinculina por célula sobre vidrio y (PLL/Alg); PLL no recocidas y
recocidas.

contacto medido sobre la pelicula cada aproximadamente 5 mm mostré valores de 27° en el
extremo de menor temperatura (16-20 °C), 54° en la region de temperatura intermedia (30-34
°C) y 70° en la regién de mayor temperatura (42-46 °C, Figura 5.13a). El valor encontrado en
la regién de menor temperatura se asemeja al hallado sobre una pelicula de (PLL/Alg),PLL
sin tratar (36 &+ 2.8°) y va aumentando conforme aumenta la temperatura del tratamiento,
acercandose al valor de dngulo de contacto obtenido en las peliculas recocidas a 37 °C (93
+ 4.6°).

En cuanto a la adhesién celular, sobre la region tratada a mayor temperatura la adhesion
de células C2C12 fue similar a la observada sobre vidrio, mientras que sobre la region tratada
a baja temperatura la adhesion fue muy baja, similar a la que se encontré sobre peliculas de
(PLL/Alg);PLL sin recocido (Figura 5.13b). Las variaciones mads significativas en las dreas
de adhesion se observaron en la regién de 4 mm de longitud tratada a temperaturas entre
22 y 30 °C, teniendo las células sembradas sobre la regién de 22-25 °C un area promedio de
260 £ 15 um? y aquellas sembradas sobre la regién tratada a 27-30 °C un drea promedio de
715 4+ 20 pm?.

La cantidad de SAB conjugada con FITC adsorbida disminuyé yendo desde la regién
tratada a baja temperatura hacia la regién tratada a alta temperatura, como se puede
inferir de la intensidad de fluorescencia de las imagenes (Figura 5.13c). Este comportamiento
se corresponde con lo observado mediante la QCM-D (Figura 5.6), donde se adsorbe 3 veces
menos SAB en las multicapas recocidas que sobre las no recocidas.

5.2.8. Tratamiento térmico de multicapas (PLL/Dex);PLL

Las MPE de PLL/Dex presentan un comportamiento similar al encontrado para las mul-
ticapas de PLL/Alg (Figura 5.14). Las células A549 se adhirieron en forma escasa sobre las
peliculas de (PLL/Dex);PLL sin recocer, presentaron citoesqueletos de actina desorganiza-
dos y difusos y dreas celulares en promedio 2 veces mas pequenas que las observadas en
células sembradas sobre vidrio (450 ym? en la MPEs contra 870 ym? sobre vidrio). Las célu-
las A549 sembradas sobre peliculas de PLL/Dex recocidas a 37 °C durante 3 dias mostraron
una buena adhesién, con fibras de actina que atravesaban todo el citoplasma y areas celula-
res promedio similares a las del vidrio. Este ejemplo muestra que el recocido térmico podria
utilizarse para mejorar la adhesion celular sobre sistemas similares, aunque también puede
disminuir la adhesién celular como se muestra en el siguiente capitulo con las multicapas de

Chi/HA.
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a) 10°C 50 °C

Figura 5.13: Efecto de la variacion de temperatura de 10°C a 50 °C a lo largo de 2 cm de
una pelicula de (PLL/Alg); PLL sobre la mojabilidad de la superficie, la adhesion celular y la
adsorcion de SAB conjugada con FITC. a) Medidas de dngulo de contacto en distintos sitios
de la MPE recocidos a distintas temperatura. b) Imdgenes de contraste de fase de células
C2C12 adheridas sobre regiones de la pelicula tratadas con temperaturas que van desde 22
°C'a 30°C. Los cambios en las propiedades fisicoquimicas de la MPE a lo largo del gradiente
de temperatura entre 22-30 °C indicados por la linea de puntos que va de a) a b) producen
cambios significativos en la adhesion celular. Las regiones dentro de los recuadros de lineas
de punto se muestran ampliadas para apreciar mejor los cambios en la adhesion celular a
lo largo del gradiente. ¢) SAB conjugada con FITC adsorbida en 3 regiones diferentes de
la pelicula recocida. La intensidad de la fluorescencia es mayor en las regiones tratadas a
menores temperaturas.
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Figura 5.14: a) Imdgenes de fluorescencia del citoesqueleto de actina (rojo) y nicleo

celular (azul) de células A549 sembradas sobre widrio, (PLL/Dex);PLL no recocida y

(PLL/Dezx); PLL recocida. b) Areas celulares normalizadas de las células que se muestran
en a).
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5.3. Discusion

5.3.1. Reestructuracion de la MPE durante el tratamiento térmi-
co

En la literatura se reportd que las multicapas de PDADMAC y PSS en forma de capsulas
se reordenan y se contraen al tratarlas térmicamente, como consecuencia del movimiento de
los polielectrolitos dentro de la pelicula que tienden a maximizar la interaccién entre especies
de cargas opuestas [5.10, 5.11]. En este caso, las capas de polielectrolitos recién ensambladas
tienen una estructura mas o menos estratificada. La energia térmica facilita el movimiento
de estas capas maximizando las interacciones electrostaticas, lo que probablemente resulta
en la formacién de complejos donde las interacciones entre policationes y polianiones son
maés fuertes. Los resultados mostrados en este capitulo evidencian un reordenamiento de las
MPEs recocidas. La disminucién de la rugosidad de la superficie y el aumento de rigidez
invitan a pensar en un reordenamiento de los polielectrolitos que forman la multicapa.

El cambio en el angulo de contacto indica que la superficie pasa de ser relativamente hi-
drofilica a hidrofébica luego del calentamiento y refleja los cambios estructurales que ocurren
en la MPE. Los datos de ensayos de adhesién realizados con peliculas de PLL/Alg tratadas
a 37 °C durante 3 dias pero inmersas en agua (Figura 5.2) mostraron que la adhesién celular
no mejora como lo hace cuando el recocido se hace sobre la pelicula en seco. Por lo tan-
to, el contenido de agua jugaria un rol fundamental en la reestructuracién de la multicapa
de polielectrolitos. De hecho, se ha demostrado recientemente que la deshidratacion de los
polielectrolitos y la ruptura de los puentes de hidrégeno entre el agua y los polielectrolitos
aumenta la movilidad de los polimeros y conduce la transicion vitrea observada al calentar
MPEs y complejos de polielectrolitos [5.12]. El aumento en el valor del éngulo de contacto
junto con la necesidad de que el tratamiento térmico deba realizarse en seco para ser efectivo
indica que la pelicula pierde agua durante el recocido. La disminucién de la rugosidad de las
multicapas recocidas junto con una menor cantidad de agua generarian una estructura mas
compacta y por lo tanto rigida, como se determiné en los experimentos de nanoindentacion,
y produce el mismo resultado que el entrecruzamiento quimico en las MPEs [5.13, 5.14].

El potencial zeta levemente negativo de la pelicula sin recocer (-1.3 mV) a pesar de que la
ultima capa ensamblada es el polication PLL es indicativo de la interdigitacién del PLL en las
capas de Alg y de que algunos segmentos del polianién pueden protruir hacia la superficie
de la pelicula. Luego del recocido a 37 y 80 °C el potencial zeta se vuelve més negativo,
alcanzando valores de -14.1 mV y -27 mV, respectivamente. Este cambio es coherente con
una reestructuracién de la multicapa. Si bien la fuerza impulsora de la reestructuracién
es la maximizacion de la interaccion entre policatiéon y polianiéon que generara un sistema
menos cargado, la diferencia en el tamano de cada polielectrolito explican el incremento en
el valor negativo de la carga en la superficie de la MPE. Entonces, a pesar de que en el seno
de la pelicula las cargas de los polielectrolitos pueden estar mas compensadas, una carga
superficial neta permanece debido a la diferencia de pesos moleculares de los polimeros. La
reestructuracion implica que las cadenas de Alg, de un peso molecular maximo de 600 kD,
queden mas expuestas en la superficie y rodeen a las moléculas mas pequenas de PLL, de
un peso molecular de 300 kD (Figura 5.15) [5.15]. Ademés se espera que el PLL, de menor
peso molecular, tenga mayor capacidad de difundir hacia el interior de la MPE aumentando
la interdigitacién entre los polielectrolitos [5.16]. Esto podria explicar el exceso de carga
superficial negativa.

El hecho de que luego del tratamiento térmico los grupos cargados del Alg estan mas
presentes en la superficie no quiere decir que la densidad de grupos hidrofilicos expuestos
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Figura 5.15: Representacion de las estructuras quimicas del PLL (a) y del Alg (b). Esquema
de la estructura de la multicapa de PLL/Alg antes (c) y después (d) del recocido.

sea también mayor. De hecho, el aumento del angulo de contacto indica que hay una menor
densidad de grupos hidrofilicos en la superficie. Es importante senalar que la pelicula esta en
contacto con el aire durante el proceso de recocido, por lo que una fuerza impulsora para el
reordenamiento de los polimeros podria ser la disminucién de la energia interfacial entre la
superficie de la MPE y el aire, lo que llevaria a aumentar el nimero de grupos hidrofébicos
en la superficie [5.17].

Por otro lado, el recocido podria también inducir cambios en la quimica de las multicapas
de PLL/Alg. Las medidas de XPS (Figura 5.5 y tabla 5.1), si bien no permiten descartar
completamente un entrecruzamiento de las cadenas de polielectrolitos con el calentamiento,
indican que la formacién de enlaces amida promovida por calentamiento de las peliculas a
temperaturas entre 37 y 80 °C es poco probable.

En resumen, las medidas de AFM, dngulo de contacto y potencial zeta indican un reor-
denamiento de la multicapa de polielectrolitos inducido por la temperatura, en el que los

polimeros se mueven maximizando las interacciones electrostaticas y reduciendo la energia
interfacial aire/ MPE.

5.3.2. Adsorcién de proteinas

Los estudios de adsorciéon de proteinas mediante QCM-D mostraron que las MPE reco-
cidas a 37 °C adsorben aproximadamente 3 veces menos SAB que las peliculas no recocidas
(-AF = -35 Hz de las peliculas recocidas contra -AF = -100 Hz de las no recocidas), mientras
que adsorben un 80 % mas de FN (-AF = -65 Hz contra -AF = -35 Hz). Las MPEs recocidas
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a 80 °C adsorben atin menos SAB (-AF ~ -5 Hz).

La SAB es una proteina de tamano intermedio con respecto a las otras del plasma,
tiene un peso 65 kDa, dimensiones de 7 x 4 x 4 nm3, un punto isoeléctrico en el rango
4.8-5.1 [5.18, 5.19] y tiene cierta capacidad de reorientar su conformacién al interactuar
con ciertas superficies [5.20]. La fibronectina es una proteina relativamente més grande, de
440 kDa, con 20 nm de didmetro, un punto isoeléctrico entre 5.8-6.3 [5.18] y posee una
gran flexibilidad y capacidad de cambiar de conformacién [5.20]. Como los experimentos
de adsorcién de proteinas se hicieron en buffer HEPES pH 7.4, ambas proteinas estaban
cargadas negativamente durante los ensayos de adsorcion.

El recocido de la pelicula de PLL/Alg aumenta el potencial zeta y la exposicién de ca-
denas de Alg en la superficie, cambios que en principio, deberian volver a la superficie més
resistente a la adsorcién de proteinas. Se conoce que el alginato es resistente a la adsor-
cién proteica [5.21, 5.22]. Ademds, la presencia de cargas negativas en la superficie podria
disminuir la adsorcién de proteinas cargadas negativamente como la SAB, que se adsor-
be preferencialmente sobre superficies cargadas positivamente [5.23]. De todas maneras las
proteinas no solo interactian electrostaticamente con las superficies.

Por otro lado se sabe que la rugosidad de la superficie afecta la adsorcién de proteinas,
aunque depende de factores como el valor de rugosidad y caracteristicas topograficas par-
ticulares. Por ejemplo se informé que la adhesiéon de SAB y FN en titanio nanoporoso con
una rugosidad de 2.5 £+ 0.4 nm es significativamente menor que en titanio mas liso con ru-
gosidad de 1.7 + 0.2 nm [5.18]. Estos valores, si bien en el érden de los 4 nm para la MPE
de (PLL/Alg);PLL sin recocer y a los 2 nm de la MPE recocida son dificiles de comparar
ya que la topografia porosa de la titania difiere de la globular observada para las MPEs.

En otras publicaciones se reporté que la microrugosidad puede aumentar la cantidad
de proteinas adsorbida [5.24]. En cuanto al efecto del dngulo de contacto, algunos trabajos
indican que la adsorcién de proteinas como la SAB es mayor en superficies mas hidrofébicas
como es el caso de la pelicula de PLL/Alg recocida [5.19]. A pesar de estos hechos, es de
notar que se requiere un andalisis méas especifico (para cada proteina) ya que se encontré que
la correlacion entre la adsorcion proteica y la energia libre superficial es mejor que con el
dngulo de contacto [5.24].

La disminucion de la adsorcion de SAB luego del recocido de la multicapa pareceria estar
relacionada principalmente a la presencia de Alg en la superficie de la pelicula, que con su
resistencia intrinseca a la adsorcién proteica y sus grupos cargados negativamente, limitan
la adsorciéon de esta proteina. Lo que sucede con el FN es algo mas complicado. Por un lado
a pesar de que en buffer PBS pH = 7.4 la FN tiene un potencial zeta de -5.7 mV, se conoce
que se adsorbe cada vez en mayor cantidad en superficies con potencial superficial yendo
de -28 a -121 mV [5.25]. Este comportamiento, contrario al esperado, se interpreté con una
posible polarizacion de la proteina por parte de la superficie y es un ejemplo de lo complejas
que pueden ser las interacciones de superficies con estas macromoléculas. Es importante
notar que la FN es una proteina grande con dominios positivos y negativos bien marcados,
y es capaz de cambiar de conformacién y reorientarse al interactuar con la superficie y con
moléculas vecinas, dependiendo de la densidad de moléculas de FN en la superficie [5.20].
A densidades de cubrimiento bajas, los dominios positivos de la FN estaran expuestos a la
superficie cargada negativamente, y al aumentar la densidad las proteinas pueden reorientarse
de tal manera de reducir las interacciones con la superficie y disminuir las fuerzas repulsivas
con proteinas vecinas. Se necesitan mas experimentos para estudiar cémo las interacciones
proteina-superficie controlan no sélo la cantidad de proteina depositada sino su conformacion.
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5.3.3. Adhesidon celular

La adhesién celular sobre un substrato depende de muchos factores, como la rugosidad
o carga superficial, la hidrofilicidad o la rigidez, entre otros. Las células adherentes son
particularmente sensitivas a la microrugosidad del substrato [5.26]. Las superficies con ru-
gosidades en la escala submicrométrica y nanométrica en general promueven la adhesiéon y
extension celular [5.27-5.29]. Sin embargo, las células se adhieren mejor sobre las multicapas
de PLL/Alg recocidas que son relativamente mas lisas que las no recocidas, lo que sugiere
que la rugosidad no es el factor mas relevante en este sistema.

La mejora en las propiedades mecédnicas es uno de los factores que podrian explicar
la mejora de la adhesion celular. Las multicapas de PLL/Alg se reestructuran durante el
tratamiento térmico, formando una estructura mas densa y compacta con pérdida de agua,
lo que da como resultado una pelicula con un médulo de Young aparente un orden de
magnitud mayor que las peliculas sin recocer. Se sabe que la rigidez del substrato es uno
de los parametros que determinan la adhesion celular en estos sistemas de polielectrolitos
[5.30, 5.31] y una mejora en las propiedades mecanicas con el recocido darfa cuenta del
comportamiento observado de las células. Sin embargo, otros factores pueden afectar el
modo en que las células sensan el substrato.

Ademas de los cambios en la carga superficial, el angulo de contacto y la rigidez del subs-
trato, la adsorcion proteica también es un factor importante a tener cuenta para explicar los
cambios en la adhesién celular. Cuando las células se adhieren sobre una superficie, no inter-
actian directamente con esta sino a través de las proteinas provenientes del medio de cultivo
que se depositan en ella. No sélo la cantidad y conformacién de las proteinas depositada
es importante para la adhesion celular, sino también la capacidad de las proteinas de ser
reordenadas adecuadamente por las células [5.32]. Se observé que las proteinas adsorbidas
sobre las superficies no polares hidroféobicas, creadas mediante funcionalizacién de mono-
capas autoensambladas con grupos no polares como CHs y CFj3 en concentraciones altas,
presentan interacciones proteina-proteina y proteina-substrato suficientemente fuertes e im-
piden la conformacién adecuada de las proteinas para interactuar con las células [5.33]. Por
otro lado, sobre substratos muy hidrofilicos las células no se adhieren debido a la interaccién
labil de las proteinas con el substrato. Las células parecen adherirse mejor sobre superfi-
cies de hidrofobicidad/hidrofilicidad intermedia. En el caso de las multicapas de PLL/Alg,
las caracteristicas estructurales de las proteinas depositadas sobre las superficies recocidas
podrian tener un impacto positivo en las interacciones proteina-célula, mejorando la adhe-
sion celular. Ademads, en el mismo sentido, otros trabajos informaron que superficies con
angulos de contacto cercanos a 90°, como el de las peliculas de PLL/Alg recocidas, exhiben
buenas propiedades adhesivas como es el caso de osteoblastos humanos MG 63 sembrados
sobre superficies modificadas de diamante [5.34].

De acuerdo a nuestros resultados, la mejora en la adhesion celular observada sobre las
multicapas de PLL/Alg recocidas podria explicarse por un aumento en la rigidez de la
pelicula y una mejora en la adsorcién de FN, una proteina de adhesion celular, en detrimento
de una proteina no adhesiva como la SAB. La hidofobicidad /hidrofilicidad intermedia de las
peliculas recocidas permitiria que estas proteinas estén en conformaciones adecuadas para
favorecer la interaccién con las células.

A pesar de estas posibles explicaciones, hay que tener en cuenta que la adhesion celular
es un proceso muy complejo y se suele correr el riesgo de caer en razonamientos simplistas.
Recientemente, por ejemplo, se comunico que el angulo de contacto no es un buen predictor
de la repuesta biolégica hacia la superficie de un material [5.35]. En cuanto a las propiedades
mecanicas del substrato, las células no pueden sensar una superficie a lo que no se pueden
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agarrar, por lo que un analisis de las fuerzas de adsorcién y cantidad adsorbida de proteinas
es necesario para interpretar la importancia de la rigidez del material [5.36]. Si la interaccién
de las proteinas con la superficie es 1abil, las células no podran adherirse independientemente
de la rigidez del substrato. El caso de las proteinas es muy complejo, proteinas no adhesivas
como la SAB pueden favorecer una conformacion activa de las proteinas adhesivas cuando
estas tltimas se encuentra en baja cantidad [5.37]. La FN puede adsorberse formando es-
tructuras globulares, incapaces de promover una buena adhesién y diferenciaciéon celular, o
redes fibrilares, que por su parecido con la MEC si permiten la adhesion y la diferenciacion
de células C2C12 [5.38].

5.4. Conclusiones

El tratamiento térmico de multicapas de (PLL/Alg);PLL a 37 °C resulta en cambios
significativos en las propiedades fisicas y quimicas de la MPEs. El recocido induce una topo-
grafia mas lisa con un incremento significativo en la hidrofobicidad, lo que se ve en el cambio
del dngulo de contacto de 36° a 93°. Ademas, el potencial zeta cambia de valores cercanos a 0
a-14.1 mV, y la MPE se vuelve mas rigida aumentando el médulo de Young en un orden de
magnitud. Todos estos cambios dan cuenta de una reestructuracién de la multicapa durante
el calentamiento, los polielectrolitos de cargas opuestas se mueven tendiendo a formar com-
plejos que maximizan la compensacién de carga a la vez que reducen la energia interfacial
entre la superficie de la pelicula y el aire.

Luego del tratamiento térmico la pelicula se vuelve mas resistente a la adsorcion de
SAB mientras promueve la adsorcion de FN. También exhibe una mejora en la adhesion
de células C2C12 y Ab49, mientras que las caracteristicas de la adhesién de células BHK
permanece inalterada. Las células C2C12 y A549 sembradas sobre MPEs recocidas presentan
buenas areas de adhesiéon y fibras de actina bien definidas, en contraste con las peliculas no
recocidas. Consecuentemente, se espera que otros procesos celulares, como la migracién y
la proliferacion se vean mejoradas en las MPEs recocidas. La mejora en la adhesién celular
parece estar relacionada al aumento de rigidez de las peliculas, a la mayor adsorcion de
proteinas adhesivas en relacién a proteinas no adhesivas y a una hidrofobicidad /hidrofilicidad
Optima para una conformaciéon adecuada de las proteinas.

Los resultados demuestran que el recocido de MPEs fabricados con polimeros biocom-
patibles como PLL/Alg y PLL/Dex puede ser aplicado para modular la adhesién celular de
una manera simple y amigable, sin cambiar la composicion quimica de la pelicula ni utili-
zar procesos que involucran reactivos con distinto grado de toxicidad. Esta estrategia tiene
potenciales aplicaciones en la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa.

Finalmente, la aplicacion de un gradiente térmico con temperaturas en el rango 10-50
°C en peliculas de PLL/Alg permitié producir un cambio continuo en las propiedades de
la pelicula que afectan la adhesién celular. Las superficies con propiedades fisicoquimicas
controladas espacialmente resultan importantes para producir materiales que imiten mejor la
matriz extracelular que interactia con las células. Estas superficies también son de particular
interés para estudios basicos de la interaccion de células y proteinas con superficies, ya que
permiten evaluar el impacto del cambio gradual de determinada propiedad en un tnico
experimento. La aplicacién de gradientes térmicos para modificar localmente las propiedades
fisicoquimicas de peliculas asi como las caracteristicas adhesivas de distintas lineas celulares
puede ser extendida a otros sistemas poliméricos para aumentar la versatilidad de nuevos
materiales destinados a evaluar mas eficientemente las funcionalidades celulares.



Bibliografia

[5.1] M. S. Kim, G. Khang & H. B. Lee. “Gradient polymer surfaces for biomedical appli-
cations”. Progress in Polymer Science, 2008. 33(1), 138-164. (Citado en pagina 211.)

[5.2] J. Almodévar, T. Crougzier, S. Selimovi¢, T. Boudou, A. Khademhosseini, C. Picart,
M. Lopez-Garcia, P. Walther, H. Kessler, B. Geiger & J. P. Spatz. “Gradients of physical
and biochemical cues on polyelectrolyte multilayer films generated via microfluidics”.
Lab on a Chip, 2013. 13(8), 1562. (Citado en pégina 211.)

[5.3] K. Kirchhof, A. Andar, H. B. Yin, N. Gadegaard, M. O. Riehle, T. Groth, J. C. Voegel,
C. Picart & C. Picart. “Polyelectrolyte multilayers generated in a microfluidic device
with pH gradients direct adhesion and movement of cells”. Lab on a Chip, 2011. 11(19),
3326. (Citado en pagina 211.)

[5.4] J. S. Martinez, A. M. Lehaf, J. B. Schlenoff & T. C. S. Keller. “Cell durotaxis on polye-
lectrolyte multilayers with photogenerated gradients of modulus”. Biomacromolecules,
2013. 14(5), 1311-1320. (Citado en pagina 211.)

[5.5] J. Almodévar, R. Guillot, C. Monge, J. Vollaire, S. Selimovi¢, J. L. Coll, A. Khadem-
hosseini & C. Picart. “Spatial patterning of BMP-2 and BMP-7 on biopolymeric films
and the guidance of muscle cell fate”. Biomaterials, 2014. 35(13), 3975-3985. (Citado
en pagina 211.)

[5.6] L. Han, Z. Mao, J. Wu, Y. Guo, T. Ren & C. Gao. “Directional cell migration through
cell-cell interaction on polyelectrolyte multilayers with swelling gradients”. Biomate-
rials, 2013. 34(4), 975-984. (Citado en paginas 72, 203 y 211.)

[5.7] J. M. Silva, S. G. Caridade, N. M. Oliveira, R. L. Reis, J. F. Mano, P. Schaaf, J.-C.
Voegel, B. Frisch, C. Picart, M. D. Nagel & G. Dou. “Chitosan-alginate multilayered
films with gradients of physicochemical cues”. Journal of Materials Chemistry B, 2015.
3(22), 4555-4568. (Citado en pégina 211.)

[5.8] G. Beamson & D. Briggs. “High Resolution XPS of Organic Polymers: The Scienta
ESCA300 Database”. Journal of Chemical Education, 1993. 70(1), A25. (Citado en
pagina 217.)

[5.9] Q. Wang, editor. Smart Materials for Tissue Engineering. Royal Society of Chemistry,
Cambridge, 2016. (Citado en paginas 29, 30, 31, 32, 33, 45, 46, 47, 48 y 224.)

[5.10] K. Kohler, D. G. Shchukin, H. Méhwald & G. B. Sukhorukov. “Thermal behavior of
polyelectrolyte multilayer microcapsules. 1. The effect of odd and even layer number”.
Journal of Physical Chemistry B, 2005. 109(39), 18250-18259. (Citado en pégina 229.)

225



BIBLIOGRAFIA 226

[5.11] K. Kéhler, H. Méhwald & G. B. Sukhorukov. “Thermal behavior of polyelectrolyte
multilayer microcapsules: 2. Insight into molecular mechanisms for the PDADMAC /PSS
system”. Journal of Physical Chemistry B, 2006. 110(47), 24002-24010. (Citado en
pégina 229.)

[5.12] E. Yildirim, Y. Zhang, J. L. Lutkenhaus & M. Sammalkorpi. “Thermal Transitions in
Polyelectrolyte Assemblies Occur via a Dehydration Mechanism”. ACS Macro Letters,
2015. 4(9), 1017-1021. (Citado en pégina 229.)

[5.13] K. Ren, T. Crouzier, C. Roy & C. Picart. “Polyelectrolyte Multilayer Films of Contro-
lled Stiffness Modulate Myoblast Cell Differentiation”. Advanced Functional Materials,
2008. 18(9), 1378-1389. (Citado en pagina 229.)

[5.14] C. Pozos Vazquez, T. Boudou, V. Dulong, C. Nicolas, C. Picart & K. Glinel. “Variation
of Polyelectrolyte Film Stiffness by Photo-Cross-Linking: A New Way To Control Cell
Adhesion”. Langmuir, 2009. 25(6), 3556-3563. (Citado en pagina 229.)

[5.15] R. v. Klitzing, B. Kolari¢, W. Jaeger, A. Brandt, R. A. Mackay, D. Langevin, G. Jan-
nink, C. Picot, M. Moan, C. Wolff, M. Rinaudo & P. G. de Gennes. “Structuring of
poly(DADMAC) chains in aqueous media: a comparison between bulk and free-standing
film measurements”. Physical Chemistry Chemical Physics, 2002. 4(10), 1907-1914.
(Citado en pégina 229.)

[5.16] E. Donath, D. Walther, V. N. Shilov, E. Knippel, A. Budde, K. Lowack, C. A. Helm &
H. Mohwald. “Nonlinear Hairy Layer Theory of Electrophoretic Fingerprinting Applied
to Consecutive Layer by Layer Polyelectrolyte Adsorption onto Charged Polystyrene
Latex Particles”. Langmuir, 1997. 13(13), 5294-5305. (Citado en péaginas 205 y 229.)

[5.17] K. Kohler, D. G. Shchukin, H. Méhwald & G. B. Sukhorukov. “Thermal behavior of
polyelectrolyte multilayer microcapsules. 1. The effect of odd and even layer number”.
Journal of Physical Chemistry B, 2005. 109(39), 18250-18259. (Citado en paginas 230
y 256.)

[5.18] L. Richert, F. Variola, F. Rosei, J. D. Wuest & A. Nanci. “Adsorption of proteins on
nanoporous Ti surfaces”. Surface Science, 2010. 604(17-18), 1445-1451. (Citado en
pagina 231.)

[5.19] J. K. And & G. A. Somorjai. “Molecular Packing of Lysozyme, Fibrinogen, and Bovine
Serum Albumin on Hydrophilic and Hydrophobic Surfaces Studied by Infrared-Visible
Sum Frequency Generation and Fluorescence Microscopy”. Journal of the American
Chemical Society, 2003. 125(10), 3150-3158. (Citado en pagina 231.)

[5.20] M. Rabe, D. Verdes & S. Seeger. “Understanding protein adsorption phenomena at

solid surfaces”. Advances in Colloid and Interface Science, 2011. 162(1-2), 87-106.
(Citado en pégina 231.)

[5.21] J. Zhou, G. Romero, E. Rojas, L. Ma, S. Moya & C. Gao. “Layer by layer chito-
san/alginate coatings on poly(lactide-co-glycolide) nanoparticles for antifouling protec-
tion and Folic acid binding to achieve selective cell targeting.” Journal of Colloid and
Interface Science, 2010. 345(2), 241-7. (Citado en péaginas 231 y 239.)



BIBLIOGRAFIA 227

[5.22] K. Zhao, X. Zhang, J. Wei, J. Li, X. Zhou, D. Liu, Z. Liu & J. Li. “Calcium alginate
hydrogel filtration membrane with excellent anti-fouling property and controlled sepa-
ration performance”. Journal of Membrane Science, 2015. 492, 536-546. (Citado en
pégina 231.)

[5.23] S. Guo, X. Zhu, M. Li, L. Shi, J. L. T. Ong, D. Janczewski & K. G. Neoh. “Parallel
Control over Surface Charge and Wettability Using Polyelectrolyte Architecture: Effect
on Protein Adsorption and Cell Adhesion”. ACS Applied Materials and Interfaces, 2016.
8(44), 30552-30563. (Citado en pagina 231.)

[5.24] M. Pegueroles, C. Aparicio, M. Bosio, E. Engel, F. Gil, J. Planell & G. Altankov.
“Spatial organization of osteoblast fibronectin matrix on titanium surfaces: Effects of
roughness, chemical heterogeneity and surface energy”. Acta Biomaterialia, 2010. 6(1),
291-301. (Citado en pagina 231.)

[5.25] J. H. Lin, H. Y. Chang, W. L. Kao, K. Y. Lin, H. Y. Liao, Y. W. You, Y. T. Kuo,
D. Y. Kuo, K. J. Chu, Y. H. Chu & J. J. Shyue. “Effect of Surface Potential on Extra-
cellular Matrix Protein Adsorption”. Langmuir, 2014. 30(34), 10328-10335. (Citado
en pagina 231.)

[5.26] R.L.Sammons, N. Lumbikanonda, M. Gross & P. Cantzler. “Comparison of osteoblast
spreading on microstructured dental implant surfaces and cell behaviour in an explant
model of osseointegration”. Clinical Oral Implants Research, 2005. 16(6), 657-666.
(Citado en péagina 232.)

[5.27] E. Martinez, E. Engel, J. Planell & J. Samitier. “Effects of artificial micro- and nano-
structured surfaces on cell behaviour”. Annals of Anatomy - Anatomischer Anzeiger,
2009. 191(1), 126-135. (Citado en pagina 232.)

[5.28] D. H. Kim, P. P. Provenzano, C. L. Smith & A. Levchenko. “Matrix nanotopography
as a regulator of cell function”. The Journal of Cell Biology, 2012. 197(3), 351-360.
(Citado en péginas 232 y 268.)

[5.29] W. Chen, L. G. Villa-Diaz, Y. Sun, S. Weng, J. K. Kim, R. H. W. Lam, L. Han,
R. Fan, P. H. Krebsbach & J. Fu. “Nanotopography Influences Adhesion, Spreading,
and Self-Renewal of Human Embryonic Stem Cells”. ACS Nano, 2012. 6(5), 4094-4103.
(Citado en pégina 232.)

[5.30] V. Gribova, R. Auzely-Velty & C. Picart. “Polyelectrolyte Multilayer Assemblies on
Materials Surfaces: From Cell Adhesion to Tissue Engineering”. Chemistry of Materials,
2012. 24(5), 854-869. (Citado en paginas 181 y 232.)

[5.31] A. L. Hillberg, C. A. Holmes & M. Tabrizian. “Effect of genipin cross-linking on the
cellular adhesion properties of layer-by-layer assembled polyelectrolyte films.” Bioma-
terials, 2009. 30(27), 4463-70. (Citado en paginas 72, 181, 190, 232 y 256.)

[5.32] J. D. Mih, A. Marinkovic, F. Liu, A. S. Sharif & D. J. Tschumperlin. “Matrix stiffness
reverses the effect of actomyosin tension on cell proliferation”. Journal of Cell Science,
2013. 125(24). (Citado en pagina 232.)

[5.33] G. Anand, S. Sharma, A. K. Dutta, S. K. Kumar & G. Belfort. “Conformational
Transitions of Adsorbed Proteins on Surfaces of Varying Polarity”. Langmuir, 2010.
26(13), 10803-10811. (Citado en pagina 232.)



BIBLIOGRAFIA 298

[5.34] M. Kopecek, L. Bacakova, J. Vacik, F. Fendrych, V. Vorlicek, I. Kratochvilova, V. Lisa,
E. Van Hove, C. Mer, P. Bergonzo & M. Nesladek. “Improved adhesion, growth and
maturation of human bone-derived cells on nanocrystalline diamond films”. physica
status solidi (a), 2008. 205(9), 2146-2153. (Citado en pagina 232.)

[5.35] M. R. Alexander & P. Williams. “Water contact angle is not a good predictor of
biological responses to materials”. Biointerphases, 2017. 12(2), 02C201. (Citado en
paginas 32 y 232.)

[5.36] C. J. Arias, R. L. Surmaitis & J. B. Schlenoff. “Cell Adhesion and Proliferation on the
“Living” Surface of a Polyelectrolyte Multilayer”. Langmuir, 2016. 32(21), 5412-5421.
(Citado en péginas 31, 33, 233 y 256.)

[5.37] J. E. Koblinski, M. Wu, B. Demeler, K. Jacob & H. K. Kleinman. “Matrix cell
adhesion activation by non-adhesion proteins”. Journal of Cell Science, 2005. 118(13),
2965-74. (Citado en pagina 233.)

[5.38] M. Salmerén-Sanchez, P. Rico, D. Moratal, T. T. Lee, J. E. Schwarzbauer & A. J.
Garcia. “Role of material-driven fibronectin fibrillogenesis in cell differentiation”. Bio-
materials, 2011. 32(8), 2099-2105. (Citado en pagina 233.)



Capitulo 6

Efecto del recocido de las peliculas de
polielectrolitos en las propiedades

fisicoquimicas de las peliculas y en la
adhesién celular: sistema Chi/HA

6.1. Introduccion

La deposicién de proteinas u otras biomoléculas y la formacion de biopeliculas suele ser
un problema en el disefio de las interfases de dispositivos biomédicos que estan en contacto
con fluidos bioldgicos. Esto puede llegar a comprometer severamente el uso de estos arte-
factos ya que la presencia de proteinas o bacterias puede generar respuestas bioldgicas no
deseadas o infecciones [6.1, 6.2]. También suele ser necesario restringir la adhesién celular
sobre la superficie de dispositivos médicos, por ejemplo, en instrumentos quirurgicos tanto
durante como luego de la intervencién [6.3, 6.4]. A lo largo de los anos, la funcionalizacién
de las superficies para hacerlas resistentes a la adsorcién proteica y a la adhesion de células
sigui6 diversas estrategias, como pegilacion, uso de surfactantes anfifilicos, recubrimiento con
biopolimeros, deposicién atémica de capas, etc. [6.5-6.8]. La efectividad de cada estrategia
depende principalmente del grado de cobertura de las superficies y de la estabilidad de los
recubrimientos en el tiempo.

La técnica de capa por capa se utilizé para producir recubrimientos con propiedades
antibacterianas, capaces de matar a las bacterias por contacto, inhibir su adhesion o liberar
agentes antibacterianos [6.9, 6.10]. El control de la adhesién de células mamiferas y bacte-
rianas constituye todo un desafio en el desarrollo e implementacién de nuevos materiales
que estén en contacto con ambientes biolégicos [6.11]. Dentro de los nuevos materiales, los
recubrimientos a base de polisacaridos resultan interesantes por su biocompatibilidad, dispo-
nibilidad, resistencia a la adsorcién proteica y propiedades antibacterianas [6.12, 6.13]. Las
superficies recubiertas de quitosano, por ejemplo, presentan una limitada deposiciéon de pro-
teinas y tienen propiedades bactericidas [6.14, 6.15]. Los recubrimientos de dcido hialurénico
se utilizan para prevenir las adhesiones de implantes con otros tejidos y d6rganos durante
o luego de la intervencién quirirgica, y ademds resisten la adhesién bacteriana [6.13]. La
técnica CpC ofrece una manera sencilla de ensamblar quitosano, un policatién, con otros
biopolimeros que posean cargas negativas, como el alginato y el acido hialurénico, resul-
tando en superficies estables y resistentes a la deposicién de proteinas y la adhesién de
células [6.16-6.18].
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Como se describié en el capitulo anterior, el recocido térmico de MPEs de PLL/Alg y
PLL/Dex mejora la adhesién celular. Ademés, para el caso de las peliculas de PLL/Alg, se
observé una disminucion en la adsorciéon de BSA y un aumento en la adsorcién de FN, un
aumento en la rigidez e hidrofobicidad de la superficie y una carga superficial mas negativa.
Estos cambios en las propiedades de las MPEs con el recocido térmico son particulares del
sistema PLL/Alg. Y si bien es de esperar que el recocido afecte las propiedades de cualquier
sistema polimérico, debe ser estudiado para cada sistema particular.

En este capitulo se describe el efecto del recocido de MPEs de quitosano y dcido hialuréni-
co en relacion a la adsorcién proteica y a la adhesién de células eucariotas y procariotas.
Se mostrard que las multicapas de Chi/HA presentan una limitada adsorcién proteica y
adhesion celular, y que el recocido aumenta aiin mas esta resistencia. Para estos estudios
se evalud la adsorcion de dos proteinas y la adhesion de 4 lineas celulares eucariotas y 2
tipos de bacteria distintos. Como en los capitulos anteriores la microbalanza de cristal de
cuarzo se utilizo para estudiar el crecimiento y estabilidad de las multicapas, que se carac-
terizaron por microscopia de fuerza atémica, angulo de contacto, potencial zeta y dicroismo
circular. Tanto las peliculas no recocidas como las recocidas presentaron superficies negativas
e hidrofilicas, con muy baja deposicién de proteinas y resistentes a la adhesién de células
eucariotas y bacterianas. El recocido produjo cambios en la topografia de las superficies, que
la hacen ain mas resistentes a la adhesion celular y al coco Gram-positivo S. aureus. El
recocido de multicapas de Chi/HA modifica las interacciones célula-pelicula y podria usarse
como un método alternativo y amigable para la modificacion de superficies con aplicaciones
biologicas.

6.2. Resultados

6.2.1. Ensamblado, recocido y caracterizacion de las peliculas de
(Chi/HA);Chi

Ensamblado y estabilidad estudiados por QCM-D

El ensamblado de las multicapas de Chi/HA debe realizarse a pH levemente &cido
para garantizar que los polielectrolitos estén cargados y asi, mediante interacciones elec-
trostaticas puedan ensamblarse. Los resultados de la QCM-D obtenidos del ensamblado de
(Chi/HA)7Chi en buffer Acetato 10 mM y NaCl 150 mM (pH = 5) se muestran en la figura
6.1. La frecuencia (AF) disminuy6 luego del ensamblado de cada polielectrolito siguiendo
un comportamiento quasi-exponencial con el nimero de capas (Figuras 6.1 y 6.2a). Luego
del ensamblado de la ultima capa de polielectrolito (policatién) se lavé la pelicula con buf-
fer Acetato y una vez estabilizada la senal se hizo fluir buffer HEPES (pH = 7.4) por la
celda de la QCM-D para evaluar la estabilidad de la pelicula en pH fisiologico. La frecuen-
cia aumenté alrededor de 60 Hz, aproximadamente un 20 % del cambio de frecuencia total
medida inmediatamente luego del ensamblado de la multicapa, y permanecié estable con
un AF = -250 Hz durante 2000 min. Esto indica que parte de la pelicula se removié en el
medio fisiolégico del cultivo celular, pero el substrato permanecié cubierto por el remanente
de la pelicula ensamblada. De hecho, al retirar el cristal de SiO5 de la microbalanza luego
del ensamblado y lavado con los dos buffers se observé un depédsito blanco. Es importante
destacar que tanto en el buffer HEPES como en el buffer Acetato, la mayor parte de las
especies i6nicas corresponden al NaCl, por lo que el cambio de pH de uno a otro debe ser el
factor mas importante que lleva al desensamblado de una parte de la pelicula. Un segundo
ciclo de lavado con buffer Acetato/buffer HEPES produce un cambio de frecuencia menor y
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Figura 6.1: Ensamblado de una multicapa de (Chi/HA ); Chi sequida por QCM-D. Los cam-

bios de frecuencia (azul) y los de disipacion (rojo) corresponden al 3.°, 5.°, 7.°, 9.°, 11.° y

13.° armonicos. Las lineas de puntos indican el flujo de buffer Acetato y buffer HEPES luego
del ensamblado. Puede apreciarse un aumento de AF con los sucesivos lavados.

por lo tanto la masa desprendida de la multicapa es también menor.

Dicroismo circular

La técnica de dicroismo circular (DC) es muy 1itil en la caracterizacién de péptidos [6.19],
y en algunas publicaciones se la usé para seguir el ensamblado de las MPEs [6.20, 6.21], en
las que se demostré que la senal de dicroismo circular aumenta con el nimero de capas
depositadas. Las medidas de DC fueron realizadas sobre multicapas recien ensambladas y
luego de 1y 2 dias de recocido a 37 °C (Figura 6.2b). Puede observarse que a bajas longitudes
de onda, los angulos de DC se vuelven cada vez més negativos a medida que aumenta el
tiempo de recocido. Los resultados representados en la figura 6.2 muestran un incremento
en la sefial de DC (deg cm? dmol™!) con el tiempo de recocido. En este caso, sin aumento en
el numero de capas de polielectrolito, la disminucién en la senal podria interpretarse como
una densificacién de la MPE. Al igual que en el sistema de PLL/Alg descripto en el capitulo
anterior, el proceso de recocido genera una pelicula méas compacta.

Medidas de angulo de contacto y potencial zeta

Las peliculas de (Chi/HA)7Chi son hidrofilicas, tanto antes y después del recocido, con
valores de dngulo de contacto de 30.2 + 0.3° y 20.6 £+ 1.8° respectivamente (Tabla 6.1). El
recocido aumenta levemente, el caracter hidrofilico de estas peliculas a diferencia de lo que
ocurre con las MPEs de PLL/Alg, donde aumenta el caracter hidrofébico.

Las medidas de potencial zeta (Tabla 6.1) muestran que el signo y valor de la carga de las
multicapas de Chi/HA son dependientes del medio en el que se realizaron las determinaciones.
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Figura 6.2: a) -AF en funcion del nimero de capas para el ensamblado de la pelicula de

(Chi/HA ); Chi. Puede observarse el crecimiento exponencial. b) Espectro de DC de MPE

(Chi/HA ); Chi recién ensamblada y luego de 1 y 2 dias de recocido a 37 °C, como se indica
en la figura.
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(Chi/HA);Chi Potencial zeta Angulo de contacto
Buffer HEPES ‘ Buffer Acetato
No recocida -24 mV 25 mV 30.2 £ 0.3°
Recocida -31 mV 18 mV 20.6 £ 1.8°

Tabla 6.1: Medidas de dngulo de contacto de peliculas de (Chi/HA ); Chi y de potencial zeta
en buffer HEPES y Acetato de particulas recubiertas con MPE (Chi/HA ); Chi.

Cada buffer esta compuesto por distintos iones y tienen distintos pH bien definidos, e inducen
cambios en la pelicula y en los grados de ionizacion de los polielectrolitos en pH acido o
fisiologico. Mientras que en buffer Acetato el potencial es positivo, en buffer HEPES este es
negativo. Tanto el Chi como el HA son polielectrolitos débiles con valores de pKa ~ 6 [6.22]
y pKa ~ 3-4 [6.23] respectivamente, por lo que un cambio de pH de 5 a 7.4 producira sobre
todo una gran disminucién de la densidad de carga positiva del Chi, confiriendo a la pelicula
un potencial zeta negativo debido a la abundancia de cargas negativas del HA [6.24, 6.25].

El desensamblado de algunas capas de la pelicula en buffer HEPES, asi como el intercam-
bio entre las especies ionicas presentes en cada buffer podria contribuir también al cambio
en el potencial zeta. El recocido no afecta el signo del potencial zeta pero si afecta su valor,
volviendolo atin més negativo en buffer HEPES (de -24 a -31 después del recocido) y més
pequeno en buffer Acetato (de 25 a 18 después del recocido). Como se describié en el caso
del recocido del PLL/Alg el hecho de que el polianién tenga un mayor PM que el polication,
1500-2200 kDa del HA contra 100-300 kDa del Chi, podria explicar por qué el recocido las
peliculas de Chi/HA afecta su potencial z. El aumento de temperatura facilitaria la movili-
dad de las cadenas de polielectrolitos, permitiendo que los residuos cargados del HA queden
expuestos en la superficie.

Caracteristicas topograficas y medidas de rigidez

Las imagenes de AFM de MPEs de (Chi/HA);Chi no recocidas y recocidas se adquirieron
luego de sumergir las peliculas en buffer HEPES durante 40 minutos, lavarlas con agua
destilada y dejarlas secar en aire. La inmersion en buffer HEPES se realizd para obtener
condiciones de las peliculas en condiciones mas cercanas a las que tiene la pelicula en el
medio de cultivo celular. En la figura 6.3a-f se muestran ambas superficies en tres escalas
diferentes, correspondiendo a imdgenes de 50x50 pm?, 5x5 pym? y 1x1 um?. Se puede observar
que luego del recocido las superficies se vuelven menos rugosas en la submicro y nanoescala.
En la escala més grande la pelicula sin tratar presenta numerosos picos con alturas de entre
10-20 nm, y protrusiones mas grandes que alcanzan los 45-90 nm de altura, separadas una
distancia entre 10 a 15 ym (Figura 6.3g). En cambio la pelicula tratada térmicamente exhibe
una superficie lisa interrumpida por grandes protrusiones de 60-150 nm de altura con una
separacion cercana a los 20 ym. En las imagenes a escalas mas pequenas, se observa que
las peliculas recocidas presentan una topografia formando una red fibrilar que recuerda a
un fractal. La altura promedio de esta red es de 7.2 £+ 1.2 nm, bastante mas planas que las
peliculas no recocidas que a esa escala tienen una altura promedio de 15.9 nm (Figura 6.3h).
Las estructuras en forma de red de la pelicula no recocida tienen un largo de 0.2-0.7 pm, una
separacion media o valles de 1 pm y alturas que van desde los 10 a los 20 nm, mientras que
las estructuras fibrilares que presenta la MPE recocida son significativamente mas pequenas,
con 0.1-0.3 pum de largo, 0.1 um de separacién y 5-12 nm de altura.

La rugosidad (Rms) calculada a partir de las imdgenes de 5x5 pm? tiene un valor de
9.4 £+ 0.6 nm para las peliculas sin recocer y de 3.3 £+ 0.1 nm para las recocidas (Figura
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6.3i). Entonces, como consecuencia del recocido la superficie de las multicapas se vuelve
menos rugosa y mas bidimensional, a la vez que se cubre méds homogeneamente por la red
de polimeros. Las distribucién de alturas (Figura 6.3j) concide con estas observaciones. Para
el caso de las MPEs recocidas se observa un sélo maximo cercano a 5 nm por lo que son
bastante homogéneas, mientras que las no recocidas tienen un pico agudo a 5-6 nm y una
meseta que va desde 8 a 20 nm, lo que indica una superficie mas rugosa y heterogénea.

La rigidez de las MPEs de Chi/HA antes y después del recocido se estudié a través de
medidas de nanoindentacién. Aplicando el modelo de Hertz para ajustar las curvas de f-d
se hizo una estimacién del médulo de Young. A diferencia de lo observado en el sistema
PLL/Alg, no se encontr6 una diferencia significativa entre la rigidez de las peliculas de
Chi/HA recocidas y no recocidas.

6.2.2. Propiedades antiadhesivas
Adsorcién proteica

Como en el capitulo anterior, se utilizaron SAB y FN como proteinas modelo para estudiar
el efecto del recocido de las peliculas sobre la adsorcion proteica. Las soluciones de SAB y
FN se prepararon en buffer HEPES a una concentracién final de 1 mg mL™! y 50 pug mL™1,
respectivamente.

Sobre las muestras de Chi/HA colocadas en las celdas de la microbalanza se hizo pasar
primero buffer Acetato, luego buffer HEPES y luego la soluciéon de proteina. Mediante la
técnica de QCM-D no pudo detectarse adsorcién de SAB (Figura 6.4) ni de FN (Figura 6.5)
sobre las peliculas de Chi/HA, independientemente del recocido o no de las MPEs.

Por otro lado, los datos de DC muestran una pequena adsorcién de FN tanto sobre
las peliculas recocidas como sobre las no recocidas (Figura 6.6). Es importante notar que
para realizar las medidas de DC, la multicapa se ensambla sobre cubreobjetos de cuarzo
para microscopia, se sumerge durante 40 min en la soluciéon de proteina en buffer HEPES,
luego se enjuaga con agua y finalmente se seca con pasaje de nitrégeno antes de medir.
Este procedimiento difiere del empleado en las medidas de QCM-D en las que siempre hay
liquido en la celda. La presencia de FN en las MPEs se pone de manifiesto por DC debido
a la aparacion de pequenos picos en el espectro en los rangos de 230-210 nm y 190-180 nm,
los que se ven mas claramente en la MPE no recocida (Figura 6.6). Los dos hombros qua
aparecen en el rango de 230-210 nm son caracteristicos de una conformacion a-hélice de las
proteinas. Este hecho podria indicar que la FN se adsorbe en conformaciones diferentes sobre
la MPE tratada y sobre la no tratada.

Adhesion de células de mamiferos

Las células utilizadas en estos experimentos son de naturalezas muy distintas: células
tumorales de pulmén humano (A549), fibroblastos de rinén de hamster (BHK), osteoblastos
(MC3T3-E1) y mioblastos de ratén (C2C12). Las tres ultimas tienen morfologias mds ahu-
sadas, mientras que la primera tiende a parecerse mas a poliedros regulares. Los pardmetros
morfologicos obtenidos sobre una superficie control de vidrio dan cuenta de estas caracteristi-
cas (Figuras 6.7, 6.8, 6.11 y 6.10).

Las MPEs de Chi/HA producen un efecto significativo sobre la adhesion celular (Figuras
6.7, 6.8, 6.11 y 6.10). Las células A549 presentan poca adhesién sobre estas MPEs, ya sean
recocidas o no recocidas (Figura 6.7a), con un drea promedio cercana a 310 um?, lejos de los
800 pum? encontrados para las A549 sembradas sobre vidrio (Figura 6.7b). Sobre vidrio las
células tuvieron valores de relaciones de aspecto y redondez de 1.6-1.7, y estos disminuyeron
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Figura 6.3: Imdgenes de AFM de multicapas de (Chi/HA);Chi tomadas con diferentes
aumentos: MPE no recocidas (a-c) y MPE recocidas (d-f). Perfiles de altura indicados por la
linea de puntos celeste se muestran en (h) para peliculas sin recocer (azul) y recocidas (rojo).
Altura (i) y rugosidad (j) promedio. Distribuciones de altura para multicapas no recocidas y

recocidas (k).
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Figura 6.4: Datos de QCM-D para el 3.°, 5.° y 7.° armdnico para la adsorcion de SAB
sobre multicapas de (Chi/HA ); Chi no recocidas (a) y recocidas (b).
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Figura 6.5: Curvas de QCM-D para el 3.°, 5.° y 7.° armdnico para la adsorcion de FN
sobre multicapas de (Chi/HA ); Chi no recocidas (a) y recocidas (b).
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Figura 6.6: Espectro de DC de FN en buffer HEPES, multicapa (Chi/HA ); Chi recocida,
(Chi/HA); Chi + FN y (Chi/HA ); Chi recocida + FN. Las lineas de puntos en los rangos de

230-210 nm y 190-180 nm indican las regiones caracteristicas de los picos de FN.

al considerar las MPEs de Chi/HA no recocidas y luego las recocidas, teniendo valores
cercanos a 1 sobre estas ultimas (Figura 6.7c). Estos parametros morfolégicos indican la
misma tendencia que las areas pequenas observadas, y confirman la escasa adhesion de las
células A549 sobre estas peliculas.

Las células BHK presentan un comportamiento similar al de las A549 (Figura 6.8a). No
pudo detectarse una diferencia significativa entra las areas promedio de las células sembradas
sobre multicapas de Chi/HA recocidas o no recocidas, en ambos casos los valores fueron
cercanos a 280 pm?, significativamente menores que los 600 gm? encontrados para las células
sembradas sobre vidrio (Figura 6.8b). Sin embargo las imagenes de microscopia muestran que
la adhesién de las células BHK es heterogénea incluso sobre vidrio, donde se observan células
bien adheridas y ahusadas, y células redondeadas muy pequenas. Sobre las multicapas de
(Chi/HA);Chi hay cierto nimero de células adheridas regularmente con édreas de expansién
del citoesqueleto pequenas, y una mayoria de células redondeadas. En cambio luego del
recocido sélo pueden observarse células redondeadas mal adheridas. Al promediar las areas
celulares, la presencia de células regularmente adheridas sobre las multicapas no recocidas
queda oculta por el elevado nimero de células redondeadas. Los pardametros morfolégicos
brindaron algo més de informacién al respecto (Figura 6.8c). Sobre vidrio las células tienen
una relacion de aspecto y redondez promedio cercanas a 2.4, lo que coincide con su morfologia
fibroblastica, disminuyen a 1.8 para las células sembradas sobre peliculas no recocidas y son
practicamente 1 para las células sobre peliculas de Chi/HA recocidas, en las que todas las
células estdn redondeadas.

El recocido de las peliculas de Chi/HA produjo un efecto més marcado sobre la adhesién
de las células C2C12 y MC3T3-E1 (Figuras 6.9 y 6.10). Para los mioblastos C2C12 los
parametros de adhesién se determinaron 24 horas luego de la siembra, en lugar de 48 horas
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Figura 6.7: Caracteristicas de la adhesion de células A549 medidas 2 dias después de la

siembra sobre vidrio, (Chi/HA ); Chi no recocida y (Chi/HA ); Chi recocida. a) Microimdge-

nes de contraste de fase de células A549 sembradas sobre las distintas superficies. b) Areas

celulares promedio. ¢) Relacion de aspecto y redondez promedio. En la figura se incluyen los

errores estandar. Las diferencias significativas (p = 0.05) entre los promedios estdn indicados
en escala de grises.
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Figura 6.8: Caracteristicas de la adhesion de células BHK medidas 2 dias después de la

siembra sobre vidrio, (Chi/HA);Chi no recocido y (Chi/HA ); Chi recocido. a) Microimdge-

nes de contraste de fase de células BHK sembradas sobre las distintas superficies. b) Areas

celulares promedio. ¢) Relacion de aspecto y redondez promedio. En la figura se incluyen los

errores estandar. Las diferencias significativas (p = 0.05) entre los promedios estdn indicados
en escala de grises.
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Figura 6.9: Caracteristicas de la adhesion de células C2C12 medidas 2 dias después de

la siembra sobre wvidrio, (Chi/HA ); Chi no recocidas y (Chi/HA); Chi recocidas. a) Micro-

imdagenes de contraste de fase de células C2C12 sembradas sobre las distintas superficies.

b) Areas celulares promedio. c) Relacion de aspecto y redondez promedio. En la figura se

incluyen los errores estandar. Las diferencias significativas (p = 0.05) entre los promedios
estan indicados en escala de grises.

después de la siembra como se hizo para las A549, BHK y MC3T3-E1. Esto se debe a la
mayor tasa de duplicacién de las células C2C12 que la de las otras lineas celulares utilizadas.
Los mioblastos se adhieren sobre las peliculas no recocidas, aunque exhiben un patron de
agregacion distinto a las agregadas sobre vidrio. Luego de 48 horas de sembradas sobre las
peliculas no recocidas, las células tienden a a formar pequenas colonias con una capa exterior
de células altamente ordenadas y polarizadas en la direccién radial, a diferencia de las células
sembradas sobre vidrio que forman colonias mas grandes y desordenadas (Figura 6.11). Sobre
las MPEs recocidas la adhesion es muy baja y no se observa formacién de colonia alguna.

Las areas promedio de las células C2C12 sembradas sobre vidrio, las peliculas no reco-
cidas y peliculas recocidas fueron de 930, 650 y 310 um?, respectivamente (Figura 6.9b).
Los pardametros morfolégicos de las células sembradas sobre las multicapas de Chi/HA no
recocidas estuvieron en el intervalo de 1.3-1.5 (Figura 6.9¢), significativamente menores que
los encontrados para las células sobre vidrio (2.2-2.5). La redondez de las células sembradas
sobre peliculas recocidas es mayor a la de las células sobre vidrio, a pesar de tener una rela-
cién de aspecto muy similar. Esto indica que las células tienen morfologias mas rugosas, por
deformaciones de la membrana o la presencia de filopodios.

Las células MC3T3-E1 se adhirieron sobre las peliculas de Chi/HA no recocidas con
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Figura 6.10: Caracteristicas de la adhesion de células MC3T3-FE1 medidas 2 dias después

de la siembra sobre vidrio, (Chi/HA ); Chi no recocidas y (Chi/HA ); Chi recocidas. a) Micro-

imdgenes de contraste de fase de células MC3TS3-E1 sembradas sobre las distintas superficies.

b) Areas celulares promedio. ¢) Relacion de aspecto y redondez promedio. En la figura se in-

cluyen los errores estindar. Las diferencias significativas (p = 0.05) entre los promedios
estan indicados en escala de grises.
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Figura 6.11: Células C2C12 48 horas pos siembra sobre vidrio (a) y una pelicula de

(Chi/HA); Chi (b). Se muestran regiones aumentadas 4 veces que permiten observar las agru-

paciones desordenadas de células sobre vidrio y las pequenas colonias con células orientadas
en la direccion radial sobre las MPEs.

reas significativamente menores que sobre vidrio, 900 & 60 ym? contra 2600 4 100 pm?,
respectivamente (Figura 6.10b). La adhesién sobre las multicapas recocidas fue atin mas
pobre, con valores de 400 £ 30 pm?. Los pardmetros morfolégicos tendieron a disminuir
yendo desde las peliculas no recocidas hacia las recocidas (Figura 6.10c).

Para resumir, la adhesiéon celular es baja sobre las peliculas antes del recocido y depende
de la linea celular. Las células A549 practicamente no se adhieren sobre las peliculas, y por
ello el recocido practicamente no produce cambios. Las células BHK, las MC3T3-E1 y las
C2C12 mostraron una menor adhesion sobre las MPEs que sobre vidrio, y el recocido de las
peliculas hace que la adhesién sea atn peor.

Adhesién bacteriana sobre MPEs

Para evaluar la adhesién bacteriana sobre las peliculas de Chi/HA se sembraron sus-
pensiones de E. coli y S. aureus en PBS sobre vidrio, las MPEs no recocidas y las MPEs
recocidas. Luego de 2 horas de incubacién a temperatura ambiente, las muestras se lavaron
con abundante solucién de PBS, se fijaron con una solucién al 4 % de formaldehido, se tineron
con una solucién de DAPI diluida 1:1000 en PBS y finalmente se observaron por microscopica
de fluorescencia (Figura 6.12a). Las microimagenes de las bacterias sembradas sobre vidrio
muestran una gran cobertura de la superficie, con un 4rea de fluorescencia de 2.3 x 10* ym?
para S. aureus y 6.9 x 10* pym? para E. coli (Figura 6.12b). El drea cubierta por ambas
bacterias disminuye abruptamente sobre las peliculas recocidas y sin recocer. El recocido
aumenta significativamente las propiedades antiadherentes de las peliculas de (Chi/HA);Chi
para a la bacteria Gram-positiva, con un area de cobertura un 18 % menor al de las peliculas
no recocidas como puede observarse en las imagenes e histogramas correspondientes.
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Ademas, las diferencias morfolégicas entre ambas bacterias se aprecia en las imagenes.
Las bacterias S. aureus aparecen como microorganismos redondeados y las E. coli como
bacilos cortos.

Es importante aclarar que el tratamiento de las imagenes puede afectar considerablemente
la determinacién de las areas de cobertura, por lo que los mismos filtros fueron utilizados
para hacer comparaciones confiables.

Para confirmar los resultados de adhesién bacteriana, se realizaron una serie de experi-
mentos extrayendo todas las bacterias de las muestras y contando el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC). Para esto, se sembraron suspensiones de E. coli y S. aureus en
PBS sobre peliculas recocidas o no recocidas, y luego de 2 horas de incubacion a temperatura
ambiente, las muestras se lavaron con abundante solucion de PBS, y las bacterias adheridas
se desprendieron mediante sonicaciéon en soluciéon nueva de PBS. Luego, se sembraron 100
1l de cada muestra en distintas soluciones en placas con agar LB y finalmente después de 24
horas se conté el nimero de UFC utilizando la dilucién adecuada. Sobre vidrio se obtuvieron
valores similares de UFCs, (5.6 4 0.3) x 105 UFC para S. aureus y (6.0 & 0.5) x 105 UFC
para E. coli (Figura 6.13a). Sobre las peliculas de Chi/HA se obtuvieron valores 5 veces mas
pequenos para ambas especies bacterianas. Ademas, se observé un 20 % menos de S. aureus
adheridas sobre las MPEs recocidas en comparacién con las MPEs no recocidas.

En otro grupo de experimentos, se cuantificé la adhesion bacteriana sobre las MPEs reco-
cidas y no recocidas despegandolas por sonicacion de las muestras, colocandolas en caldo LB
y midiendo la densidad éptica a cada hora durante 5 horas. El aumento de la densidad 6pti-
ca, producto del incremento en el nimero de células, crecié exponencialmente con el tiempo.
Los datos de S. aureus mostraron una densidad 6ptica menor para las bacterias despegadas
de las peliculas recocidas, lo que se observa més claramente a tiempos largos (Figura 6.13b).
Para FE. coli las diferencias en la densidad éptica entre las bacterias despegadas de peliculas
recocidas y no recocidas fueron mucho menores, con valores ligeramente inferiores sobre las
peliculas recocidas.

En restmen, las peliculas de Chi/HA tienen una elevada resistencia a la adhesién bac-
teriana, resistencia que el recocido de las multicapas incrementa para el coco Gram-positivo
S. aureus.

6.3. Discusion

6.3.1. Reestructuracién de las multicapas de Chi/HA recocidas

Las medidas de AFM de MPEs de Chi/HA no recocidas y recocidas luego de la inmersién
en buffer HEPES y secadas al aire muestran que la superficie se vuelve menos rugosa con
el recocido, como en el caso de las MPEs de PLL/Alg. Sin embargo, mientras que en estas
ultimas se forma una estructura granular homogénea, las MPEs de Chi/HA mantienen una
estructura de red fibrilar. Las propiedades mecénicas de las peliculas de Chi/HA no se ven
afectadas luego del recocido, a diferencia de las multicapas de PLL/Alg que se vuelven mas
rigidas luego del recocido.

Al igual que en el sistema PLL/Alg, durante la reestructuracién de la multicapa de
Chi/HA inducida por temperatura, las cadenas de polielectrolitos se ordenan formando com-
plejos donde se maximice la interaccién entre cargas opuestas. El potencial zeta de ambos
sistemas disminuye luego del recocido, lo que podria deberse a una mayor presencia de los
grupos cargados del polianién en la superficie, que al ser mas grande rodea al policatién
mientras este ultimo tiende a difundir hacia las capas interiores de la pelicula. A diferencia
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Figura 6.13: a) Unidades formadoras de colonias (UFC) de S. aureus y E. coli despegadas

del vidrio y peliculas de (Chi/HA)7Chi no recocidas y recocidas. El * indica diferencias

significativas (p = 0.05) entre los promedios. b) Cuantificacion de la adhesion bacteriana
mediante la medida de dispersion de luz a 600 nm a diferentes tiempos.
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del sistema PLL/Alg que se volvia més hidrofébico luego del recocido, el recocido de pelicu-
las de Chi/HA genera superficies levemente méas hidrofilicas. Este resultado puede parecer
contradictorio con la idea de que los polielectrolitos se reordenan presentando en la superficie
sus grupos hidrofébicos de tal manera de reducir la tensién interfacial aire/multicapa [6.26].
Sin embargo, el HA y el Chi son ambos polimeros naturales muy hidrofilicos [6.27] y resulta
dificil que luego de la reestructuracion queden expuestos grupos funcionales mas hidrofébi-
cos, ya que practicamente todos los carbonos de ambas moléculas tienen grupos hidroxilo o
amino capaces de interactuar con el agua a través de puentes de hidrogeno.

6.3.2. Propiedades antiadhesivas
Resistencia a la adsorcion proteica

En comparacién con las peliculas de PLL/Alg, las de Chi/HA presentan una fuerte re-
sistencia a la adsorcion proteica, que no puede ser detectada por la QCM-D al menos en
nuestras condiciones experimentales. Cabe destacar que se conoce que cantidades tan bajas
de FN, de alrededor de 20 ng cm™!, alcanzan para promover la adhesién celular sobre mo-
nocapas autoensambladas de alcanotioles sobre oro [6.28], una cantidad que se corresponde
con un AF ~ 5 Hz y que debido a la inestabilidad de la MPE se encuentra dentro del error
de nuestras medidas de QCM-D.

Resistencia a la adhesion de células de mamiferos

Se conoce la baja adhesion celular sobre peliculas de Chi/HA, lo que probablemente se
deba al elevado grado de hidratacion y la rigidez baja de las peliculas de polimeros naturales
[6.24, 6.29, 6.30]. De hecho, se utiliza para mejorar la adhesion celular sobre multicapas de
Chi/HA la técnica de entrecruzamiento quimico que aumenta la rigidez de las peliculas [6.31].
La adhesién celular sobre peliculas de (Chi/HA);Chi empeora atin mds luego del recocido.
Las MPEs no recocidas o recocidos presentan en ambos casos una carga superficial negativa,
son hidrofilicas, resistentes a la adsorcién de proteinas y presentan propiedades mecanicas
similares. Consecuentemente, los cambios topograficos producidos durante el recocido son los
principales candidatos a ser responsables de los cambios observados en la adhesién celular. Se
sabe que las caracteristicas topogréficas del substrato en diferentes escalas tienen una gran
influencia en la funcionalidad celular [6.32, 6.33].En general, las células tienden a adherirse
mejor sobre las superficies mas rugosas que presentan motivos en la micro y nanoescala. Las
peliculas de Chi/HA recocidas son mds planas y presentan una rugosidad menor, lo que es
coherente con una menor adhesion celular.

Los cambios morfoldgicos pueden afectar el comportamiento celular en forma indirecta,
afectando a las proteinas adsorbidas sobre la superficie con las que interaccionan las células.
La adsorcion de proteinas juega un rol fundamental en la adhesién celular. No sélo la can-
tidad depositada, sino la conformacion que adquieren luego de adsorberse puede influenciar
el proceso de adhesién celular. Las proteinas adsorbidas sobre una superficie requieren cam-
bios conformacionales para promover la adhesion celular ya que ciertas estructuras proteicas
especificas son fundamentales para que las células de mamiferos puedan formar las adhe-
siones focales [6.34-6.36]. Las superficies de igual composicién, pero que tengan diferentes
rugosidades pueden producir distintos cambios conformacionales en la FN [6.37-6.39]. La
conformacion de la FN sobre las MPEs puede verse afectada por el recocido, como puede
apreciarse en las medidas de DC de FN adsorbida sobre las MPEs (Figura 6.6). Los reultados
de DC mostraron adsorcion de FN sobre la pelicula recocida y la no recocida, pero sugiere
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que la conformacién es distinta cuando se adsorbe sobre las MPEs recocidas en comparacién
con las no recocidas.

Resistencia a la adhesion bacteriana

Algunos polisacaridos pueden ser utilizados para generar superficies que prevengan la
formacion de biopeliculas bacterianas, ya sea a través de sus propiedades antiadhesivas,
como es el caso del acido hialurénico, o de sus propiedades bactericidas, como es el caso
del quitosano [6.13]. Los resultados mostrados (Figuras 6.12 y 6.13), son coherentes con las
interesantes propiedades antibacterianas que poseen estos polisacdridos. El recocido de las
peliculas disminuye atin mas la adhesién del coco Gram-positivo S. aureus, lo que puede estar
relacionado con los cambios fisicoquimicos y topograficos que sufre la multicapa durante el
recocido y las caracteristicas particulares de esta bacteria.

Para analizar las diferentes caracteristicas de la adhesién bacteriana sobre las superficies
de las MPEs recocidas y no recocidas es util considerar algunas caracteristicas generales
de la pared celular de las bacterias utilizadas en este trabajo. La bacteria S. aureus es un
coco Gram-positivo y E. coli es un bacilo Gram-negativo [6.40]. La pared celular que rodea
la membrana interna de las bacterias Gram-positivas esta compuesta de una capa de 20 —
80 nm de espesor de peptidoglicano que contiene cierta cantidad de acido teicoico, que son
polimeros de glicerol o ribitol unidos por enlaces fosfodiéster y decorados con aminoacidos y
monosacéridos [6.41]. Ademads, posee acidos lipoteicoicos, obtenidos por la unién de acidos
teicoicos con fosfolipidos, unen la pared celular con la membrana plasmatica de la célula
[6.42]. Debido a sus cargas negativas, los acidos teicoicos son en parte responsables de la
carga negativa de la superficie de las bacterias Gram-positivas. Se informaron valores de
potencial zeta de diferentes cepas de S. aureus entre -5 mV y -50 mV, que dependieron de
las condiciones y técnicas de medida [6.43-6.45]. Por otro lado, las envolturas celulares de las
bacterias Gram-negativas son mucho més complejas, con una pared celular de peptidoglicano
de 2 nm de espesor localizada entre la membrana interna y la membrana externa. Esta
ultima estd compuesta de lipopolisacaridos y lipoproteinas [6.46, 6.47]. La bacteria E. coli
pertenece a la familia Enterobactericeae y posee flagelos con los cuales puede moverse. Su
carga superficiel es negativa, con valores entre -20 mV y -60 mV [6.44, 6.45, 6.48|.

En las condiciones de los ensayos mostrados en este cappitulo las bacterias se encuentra en
los primeros estadio de adhesién, donde es de esperar que no existan interacciones especificas
entre las células y las superficies [6.49, 6.50]. La carga superficial de las MPEs recocidas o
no recocidas medidas en buffer HEPES es en ambos casos negativa, con un valor algo més
negativo para las recocidas (-31 & 3 mV) respecto a las no recocidas (-24 + 3 mV). El
potencial zeta negativo de las superficie de la multicapa de Chi/HA y que se vuelve atin
mas negativo luego del recocido podria explicar en parte el incremento de la resistencia a la
adhesion de bacterias cargadas negativamente.

Otro factor importante en la adhesién de microorganismos sobre una superficie es la
hidrofilicidad /hidrofobicidad de la misma. El bajo dngulo de contacto de las peliculas de
Chi/HA (30.2 £ 0.3°) que disminuye aun mds luego del recocido (20.6 £ 1.8°) refleja la
gran afinidad de estas superficies por moléculas de agua, lo que les confiere resistencia a la
adhesién bacteriana como se encuentra publicado en la bibliografia [6.13].

Tanto el aumento en la hidrofilicidad como en la carga negativa superficial contribuyen
a la mayor resistencia de las MPEs recocidas a la adhesién de S. aureus [6.13]. Pero las
caracteristicas topograficas de las superficies también parecen afectar el proceso de adhesién
bacteriana como lo informaron varios trabajos [6.51-6.53]. Se encontraron casos donde una
mayor rugosidad favorecié la adhesién bacteriana [6.54, 6.55], y otros donde se observé el
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efecto inverso [6.56, 6.57]. En estos estudios la rugosidad es estimada como la desviacion
cuadritica media de las alturas (Rms), estimaciéon que puede ser apropiada para algunas
superficies. También se han empleado otros parametros morfoloégicos para caracterizar las
superficies, aunque no siempre se encontré una clara correlacién con la adhesion y merece
una mayor atencién e investigacion s [6.58].

A partir de los perfiles de alturas medidos en las imdgenes de AFM de 5 x 5y 1 x 1 pum?
de peliculas no recocidas y recocidas, la distribucién de picos (Figura 6.3j) muestra distintas
caracteristicas para MPEs recocidas y no recocidas. Las peliculas recocidas muestran un
linico maximo, mientras que en las no recocidas se observa la contribucién de dos poblaciones:
una con alturas similares a aquellas obtenidas para las multicapas recocidas y otra con
valores méas grandes. Estos picos méas altos exhiben una separaciéon promedio de 1-2 pym, un
tamano que coincide con las dimensiones de las bacterias. Estas caracteristicas topograficas
podrian afectar la adhesion bacteriana mediante dos mecanismos: aumentando el drea de
interaccion entre las bacterias y la superficie de las peliculas, y generando pequenos agujeros
que contengan las bacterias durante la deposicién. Los cambios topogréficos generados por
el recocido podrian afectar el proceso de adhesién de S. aureus ya que no son méviles
ni poseen apéndices adaptables, en contraste con E. coli que se adapta mejor a los cambios
topograficos ya que es capaz de regular la expresion de fimbrias en funcién de la rugosidad de
la superficie [6.59, 6.60]. Sobre superficies rugosas las bacterias E. coli tienen una morfologia
lisa, mientras que sobre superficies lisas se ven rugosas debido a la expresiéon de fimbrias y
otras estructuras adhesivas. Por este motivo la disminucion de la rugosidad de las peliculas
producida por el recocido podria tener un menor efecto en E. coli, capaz de adaptarse para
adherirse sobre superficies lisas y un efecto significativo en S. aureus.

6.4. Conclusiones

Las multicapas de Chi/HA mostraron una limitada adhesién para 4 lineas celulares de
diferentes origenes, del coco Gram-positivo S. aureus y del bacilo Gram-negativo FE. coli.
El recocido de las multicapas durante 72 horas a 37 °C resulté en una adhesién aun més
restringida de las células eucariotas y en una disminucién del 20% de la adhesiéon de S.
aureus respecto a las MPEs no recocidas.

El aumento de las propiedades antiadhesivas de las MPEs de Chi/HA esta fuertemente
relacionado con los cambios topograficos que se producen durante el recocido. Este proceso
mantiene la hidrofilicidad de las multicapas, su carga negativa y su resistencia a la adsorcién
de proteinas, con pequenos cambios en sus magnitudes que no pueden explicar la disminucién
de la adhesion celular. Por otro lado, la topografia de las MPEs cambia significativamente
durante el recocido. La estructura fibrilar se mantiene, pero se genera una superficie méas lisa
y homogénea. Estos cambios topograficos podrian también modificar la conformacién de las
pocas proteinas que se depositan sobre la pelicula, modificando asi la adhesion de las células
de mamiferos.

En cuanto a la adhesion bacteriana sobre las peliculas recocidas, el coco Gram-positivo
S. aureus se comporta diferente del bacilo Gram-negativo E. coli. Esta iltima es capaz de
adaptarse para interactuar con superficies de caracteristicas topograficas distintas regulando
la expresion de estructuras adhesivas como las fimbrias, mientras que S. aureus podria verse
mas afectado por la topografia del substrato. La distancia promedio entre los picos mas altos
en la superficie de las MPEs no recocidas coincide con el tamano de S. aureus y la mayor
rugosidad de estas MPEs proporcionaria una mayor superficie de interaccion, que sumada
al efecto “captura” de las bacterias podria explicar la mayor adhesion sobre las peliculas no
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recocidas.

En este capitulo se presenté un procedimiento sencillo para mejorar la performance de
superficies resistentes a la adsorcién proteica y resistentes a la adhesion de células eucariotas
y bacterianas, mediante el ensamblado capa por capa de biopolimeros como el quitosano y el
acido hialurénico y el posterior recocido térmico. Este procedimiento tiene como ventaja que
no requiere enlaces covalentes para modificar una superficie y puede aplicarse a cualquier
superficie cargada.
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Capitulo 7

Propagacion de colonias sobre
substratos microestructurados

7.1. Introduccion

Los sistemas biologicos son sistemas complejos donde el comportamiento del sistema
no puede ser inferido simplemente a partir de las propiedades de sus partes constituyentes
y se requiere una gran cantidad de informacién para describirlos [7.1, 7.2]. En el caso de
las colonias celulares existen numerosas variables que influyen en su desarrollo, tales como
la linea celular, las condiciones de cultivo o el pasaje de las células [7.3, 7.4], el lote del
suero utilizado para suplementar el medio de cultivo [7.5] o la variabilidad intrinseca de las
células [7.6]. Esto hace que a veces resulte necesario realizar numerosas repeticiones de los
experimentos para garantizar que los resultados sean estadisticamente significativos [7.7].
Por este motivo resulta de gran interés encontrar leyes o procesos universales que permitan
describir estos sistema.

Como hemos visto en los capitulos 1, 2 y 3, la propagacion de las interfases de colonias
de geometria lineal o circular de células tumorales o transformadas son coincidentes con los
esperados para la universalidad de KPZ, al igual que la interfase generada con un modelo de
Eden [7.8] o con la electroconveccion de cristales liquidos en fase nemética [7.9]. La principal
diferencia de estos ultimos con respecto al estudio de colonias de células es el tiempo que
lleva realizar los experimentos o simulaciones y analizar los resultados. Una simulacién en
que se agregan mas de 107 particulas se demora apenas un par de minutos, un tiempo similar
al que demoran los experimentos de electroconveccion [7.9, 7.10]. Esto hace posible realizar
miles de simulaciones o cientos de experimentos en una semana. Por otro lado, las colonias
deben seguirse durante mas de 10° minutos y el anélisis posterior de las imagenes obtenidas
requiere mucho trabajo. Esto limita significativamente el nimero de experimentos que pueden
realizarse, por lo que los exponenetes calculados tienen un menor peso estadistico.

Hay situaciones en que no es posible vincular los exponentes obtenidos mediante el anélisis
de escalado dindmico con una clase en particular [7.11], que los exponentes obtenidos expe-
rimentalmente difieren de aquellos obtenidos a partir de modelos [7.12] o que simplemente
no se obedecen las reglas de escalado dindmico [7.13]. En estos casos es necesario buscar
alternativas a los exponentes de escalado para relacionar con cierta seguridad la dindmica de
crecimiento con una “clase universal” [7.14]. Una estrategia es intentar identificar las carac-
teristicas distintivas de cada clase en el comportamiento de los constituyentes del sistema y
la evolucion de la interfase. En el caso de la clase de KPZ, una caracteristica distintiva es el
término no lineal A/2(Vh)? que da cuenta del crecimiento lateral de la interfase. Esto podria
hacerse determinando la velocidad de crecimiento de la interfase (< Vg >) en superficies in-
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clinadas con un angulo s [7.14]. Una interfase con crecimiento lateral tiene una dependencia
cuadratica de la < Vg > con el angulo de inclinacion:

<Vp>(s) =< Vp>(0)+ 232 (7.1)

Aplicar esta técnica en simulaciones numéricas es sencillo, ya sea en simulaciones de
deposicién balistica de particulas(Figura 7.1a) [7.8], de fluidos avanzando en medios poro-
sos [7.15] o incluso del crecimiento de colonias celulares (Figura 7.1b) [7.16]. Sin embargo,
resulta dificil conseguir un sistema experimental con una inclinacién constante de la interfa-
se que cumpla con las condiciones impuestas para el cumplimiento de las ecuaciones [7.14].
Algunos sistemas experimentales en los que es posible conseguir una inclinacién constante
de la interfase son la erosiéon de paisajes inclinados (Figura 7.1c) [7.17] o la deposicién de
peliculas delgadas con dngulo oblicuo (por “sputtering” o laser pulsado, figura 7.1d) [7.18].

El conocimiento de la dindmica de propagacién de las colonias celulares permite una
mejor descripcion de diversos procesos fisiologicos y patoldgicos, ayuda a proponer modelos
matematicos mas realistas y proporciona informacién valiosa para el desarrollo de nuevos
materiales y alternativas terapeuticas contra diversas patologias [7.19-7.22]. Por este motivo,
resulta de interés estudiar desde distintos enfoques el cumplimiento de modelos universales.
En este sentido se propone un arreglo experimental que intenta poner de manifiesto la con-
tribuciéon no lineal en la propagacion de las colonias celulares, que de acuerdo a trabajos
publicados y a lo visto en los capitulos 1, 2 y 3, sigue en determinado rango de L y ¢ el
modelo estandar de KPZ.

El arreglo experimental se basa en la influencia que tiene la topografia del substrato sobre
las distintas funciones celulares [7.23, 7.24]. En la literatura se reportaron diversas técnicas
de micro y nano fabricacion que permiten obtener substratos con variadas caracteristicas
topograficas: microranuras, nanopilares, nanohuecos y hasta gradientes topograficos. Los
substratos con microranuras permiten controlar la morfologia, la orientacién, la migracion,
la proliferacién y hasta la expresién de ciertos genes [7.25, 7.26]. Ademés, pueden utilizarse
para favorecer la transfeccion [7.27] o incluso para distinguir células cancerigenas con distin-
ta actividad metastdsica [7.28]. Los materiales con caracteristicas topogréficas controladas
resultan de interés en el area de la ingenieria de tejidos y regeneracion celular, ya que pueden
utilizarse para dirigir la movilidad celular y favorecer el cerrado de heridas [7.29, 7.30].

En este capitulo se utilizaran substratos microestructurados con ranuras con distintos
periodos para obtener frentes de CQLs de células A549 con angulo de inclinaciéon constante
respecto a las ranuras. La velocidad de propagacion de las colonias con distintos dangulos de
inclinacién permitira probar la existencia del término no lineal en el modelo que describe la
evolucion de la rugosidad.

7.2. Resultados y discusion

La influencia de las microranuras en la orientacién y movilidad de las células A549 depen-
di6 de la separacién entre las crestas. Los periodos gl y g2 (de 11.2 y 10 micras) practicamente
no afectaron la orientacién y movilidad celular. Los periodos g3, g4 y gb (de 6.6, 5.2 y 3.3
micras, respectivamente) influyeron considerablemente en la movilidad de las células. El ma-
yor efecto se observo para el periodo gb, por lo que se lo utilizé para orientar el movimiento
celular a distintos angulos con respecto al frente de la colonia (Figura 7.2).

En la figura 7.2 se muestra una CQL con un dngulo de inclinacién de 45 ° con respecto
a las microranuras. Las imagenes de microscopia electronica de barrido muestran la distan-
cia de separacién entre las crestas y valles, cuya profundidad es de 540 nm. Las imégenes
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Figura 7.1: Interfases creciendo con dngulo de inclinacion constante. Simulacion de la
deposicion balistica de particulas (a) y del crecimiento de una colonia de células (b). Las
flechas rojas indican la direccion en que se depositan las particulas o en la que avanza la
colonia. Mapa digital de un canion submarino de la costa de Oregon (c) y deposicion con
dngulo oblicuo de una pelicula de TiOy (d). Puede observarse que a medida que aumenta el
dngulo de deposicion, las protrusiones son mds anchas. Adaptado de [7.8, 7.16-7.18].
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Figura 7.2: o) CQL de células A549 propagandose con un dngulo de inclinacion constante
sobre un substrato con microranuras, con s = 45°. La flecha roja indica la direccion de avance
del frente. Se muestran imdagenes de microscopia electronica de barrido de las microranuras
con periodo g5. b) La interfase puede rotarse para facilitar el andlisis del contorno. Las
imdgenes aumentadas permiten observar las microranuras y el efecto que producen en la
orientacion de las células. ¢) Al analizar la diferencia de alturas promedio de las interfases
rotadas (< Ah' >), estas deben corregirse con s para obtener el valor < Ah > deseado.
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aumentadas permiten observar que la orientacion de las células y de las protrusiones se ve
influenciada por la presencia de las microranuras (Figura 7.2). La imagen de la colonia puede
rotarse en el angulo s para analizar el frente del mismo modo que se hacia con los frentes de
las CQLs de los capitulos 1, 2 y 3 (Figura 7.2b). Es importante notar que las diferencias de
alturas entre las imdgenes rotadas (< Ah’ >) deben corregirse con el cos (s) para obtener
las diferencias de alturas (< Ah >, Figura 7.2c) que se utilizan para calcular < Vg >.

7.2.1.

En la figura 7.3 se muestra el contorno de CQLs propagandose con distintos angulos
de inclinacién a ¢t = 1865 min. El L de las distintas interfases consideradas varia porque
se seleccionaron aquellas colonias o segmentos de colonia que a ¢ = 0 min tuvieran una
rugosidad ~ 0 (es decir, sean planas) y permitan un anélisis mas fehaciente de la velocidad
de propagacion del frente. Ademads, el substrato microestructurado tiene un area de 20 x
4 mm? y a medida que se aumenta el dngulo de inclinacién la regién que puede cubrir la
colonia disminuye.

Puede observarse que a medida que aumenta s, aumenta la inclinacion de las protrusiones
con respecto a una recta normal a la interfase inicial (Figura 7.3). Los frentes con s = 0 °
presentan numerosas protrusiones angostas, que se van ensanchando a medida que aumenta
la inclinacion de la interfase. El ancho de las protrusiones medido a 100 pm del borde de la
colonia aumenta de 64 + 5 ym a (34 + 9) x 10! yum yendo de s = 0 ° a s = 60 ° (Tabla
7.1). Este ensanchamiento de las protrusiones al aumentar s se reporté también para otros
sistemas experimentales [7.18]. La rugosidad de la interfase disminuye considerablemente al
aumentar la inclinacién. Los frentes con s = 0 ° tienen una rugosidad de 74.0 yum y para
aquellos con s = 60 ° es de 46.3 pm (Tabla 7.1).

Caracteristicas morfologicas

| 0 [ 1 25° 45° 60°
Ancho protrusiones / 107" ym | 6.4 + 0.5 | 11 £+ 3 19 £5 27T £ 6 34 +9
Rugosidad / pm 74.0 71.7 69.4 60.8 46.3
Relacién de aspecto 39+02(254+01124+£0122+£0.1]18=%0.1

Tabla 7.1: Aspectos morfolégicos de las colonias y las células de CQLs propagdndose con
distintos dngulos de inclinacion. Ancho de las protrusiones medido a 100 pum del borde,
rugosidad de la interfase y relacion de aspecto de las células del borde.

En las figuras 7.4 y 7.5 se muestran colonias propagandose con angulos de inclinacion
extremos, de 0 ° y 70 °, respectivamente. La colonia propagandose con s = 0 ° tiene una
interfase con numerosos picos agudos y células de morfologia rugosa claramente influenciadas
por la presencia de las microranuras. Por otro lado, con s = 70 ° la interfase presenta
protrusiones mas suaves y las células, si bien en muchos casos orientadas con las microranuras,
no tienen tantas prolongaciones citoplasmaticas ni un contorno tan rugoso como con s = 0
o

La morfologia de las células en la regién del borde de la colonia se ve afectada por el
angulo de inclinacién de las microranuras respecto a la interfase de la colonia, siendo més
ahusadas cuanto menor es s. La relacién de aspecto de las células en el borde de las colonias
con s = 0°es de 3.9 £ 0.2, disminuyendo a valores menores de la mitad (1.8 £ 0.1) cuando
s = 60 °. Ademas, la interaccién con células vecinas tiende a disminuir a la vez que tienden
a bifurcar sus prolongaciones sobre las crestas del substrato microestructurado cuando s es
pequeno (imagenes aumentadas de la Figura 7.4).
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s=0°

-

s =45°

s = 60° 500 um

Figura 7.3: Contornos de colonias propagdndose con distintos dngulos de inclinacion. t =
1865 min. Las lineas rojas hacen notar la inclinacion de las protrusiones a medida que s
aumenta.
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t= 1865 min

t =400 min

t=0min

— S —
500 um 1500 pum

Figura 7.4: Secuencia de imagenes de una CQL propagdndose con una inclinacion s = (.
La region dentro del cuadrado se muestra aumentada 3 veces.

Los datos morfologicos de las interfases, protrusiones y células indican que un mayor s
parece favorecer una cobertura del espacio libre de una manera més densa y homogénea.

7.2.2. Velocidad promedio del frente en funcién del dngulo de in-
clinacién de la interfase (s)

El angulo de inclinacién de la interfase tiene una gran influencia en la velocidad de
avance del frente. En la figura 7.6 se observa una relacién cuadratica entre la < Vg > y s,
tal como se esperaba segun la ecuacién (7.1) para una interfase que tiene un componente de
crecimiento lateral. De la ecuacién cuadréatica de ajuste puede calcularse el valor de A, que
resulta ser para estas condiciones 5.2 x 107® pum min~! grado~2. Esto prueba por primera
vez experimentalmente la existencia de un término no lineal en la propagacién de la interfase
de colonias de células tumorales y valida la aplicaciéon del modelo estandar de KPZ, cuya
ecuacién es:

% = %wﬂ + UV2h 4 (x, 1) (7.2)

El término no lineal de la ecuacién (7.2) implica la presencia de crecimiento lateral o
en direccion normal “local” a la interfase. A diferencia del término lineal, que reorganiza la
materia de la interfase manteniendo la < h > constante, el término no lineal aumenta la
< h > agregando materia a la interfase si A > 0, como en el caso de la propagacién de CQLs
de células A549. Es necesario realizar mas experimentos para poder relacionar los cambios en
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t = 1865 min

t =400 min

t=0min

P

500 um

1500 pm

Figura 7.5: Secuencia de imdgenes de una CQL propagandose con una inclinacion s = 70°.
La region dentro del cuadrado se muestra aumentada 3 veces.

0.25
e o0 -
=
£
i o
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St 015 —
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<V, >(s)=0,11+2,6 10° §*

Figura 7.6: < Vg > en funcion del angulo de inclinacion de la interfase. Se muestra la
ecuacion de sequndo grado que ajusta los datos experimentales.
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las morfologias, densidades y trayectorias celulares con el aumento en la < Vg > a medida
que aumenta la inclinacién de la interfase y probar si el disenio experimental satisface las
condiciones del modelo mas alla de posibles coincidencias fortuitas.

7.3. Conclusiones

La utilizacion de substratos microestructurados permite, al menos en cierto intervalo de
tiempo, obtener colonias quasi lineales que se propagan con dngulo de inclinacién constante.
Las microranuras afectan tanto la morfologia de las células como la morfologia de la inter-
fase. Las células se orientan y desplazan influenciadas por el dngulo de inclinacion de las
microranuras, del mismo modo que las protrusiones del contorno de la colonia.

Al aumentar el angulo de inclinacion los frentes cubren el espacio libre de una manera mas
densa y homogénea. Ademas, también aumenta la velocidad de propagacién de la interfase.
Estos hechos resultan muy interesantes para el desarrollo de nuevos materiales de utilidad en
la regeneracion celular y el sanado de heridas, donde no sélo es necesario favorecer el rapido
cerrado de heridas sino también controlar la integridad del tejido formado.

La relacion cuadratica entre la < Vg > y s prueba la existencia de una contribucion
lateral en la propagacion de la interfase de colonias de células A549 y permite calcular el
valor de A en estas condiciones. Este sistema experimental podria aplicarse a otras lineas
celulares de caracteristicas epiteliales similares a las A549. Los resultados obtenidos junto
con los exponentes calculados para otras lineas celulares mediante el andlisis de escalado
dindamico corroboran que, al menos en ciertos intervalos de L y t, la propagacion del frente
de colonias celulares puede interpretarse con la ecuacién estandar de KPZ. Esta informacién
puede ayudar a comprender los procesos generales que tienen lugar en la propagaciéon de las
colonias y aportar al desarrollo de nuevos modelos, simulaciones, biomateriales o estrategias
terapetticas.
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Conclusiones generales

A lo largo de esta tesis se utilizaron técnicas de cultivo celular para estudiar diversos
aspectos del crecimiento y expansién de sistemas celulares y distintas propiedades de ma-
teriales biocompatibles. Teniendo en cuenta que las células no son entes estaticos, sino que
sensan los cambios en su entorno y responden a ellos cambiando su fenotipo y el ambiente
que las rodea, se intenté modificar la forma en que las células interactian entre ellas y con
el entorno. Por este motivo se trabajé con células individuales o con sistemas formados por
agregados quasi circulares o quasi lineales de distintas densidades y poblaciones celulares.
Ademas, el entorno de las células se modificé de diversas maneras para estudiar cémo los
cambios realizados afectaban el fenotipo de las células y las caracteristicas de las colonias.
El medio de cultivo se modificé por adicion de espesantes o agentes solubles con bioactivi-
dad. El substrato sobre el que se sembraron las células se modific6 mediante multicapas de
polielectrolitos o mediante el control de su topografia. Los distintos sistemas de estudio se
analizaron en diferentes escalas de espacio y tiempo, yendo desde eventos celulares como la
adhesion, la migracion o la proliferacion, a fenémenos globales como el avance de la interfase
de las colonias y su dinamica de rugosado.

Los resultados obtenidos muestran que la formacién y la propagacion de los sistemas
celulares dependen de las interacciones de las células entre si y con el entorno. La capaci-
dad de las células de formar colonias confluentes depende de la adhesion de las células al
substrato, que condiciona la morfologia del citoplasma y el conjunto de senales que se origi-
nan en la interacciéon. Este comportamiento depende del tipo de célula. Una vez formadas,
la propagacion de las colonias va acompanado de la aparicién de diversas heterogeneidades
espacio-temporales que determinan tanto la dindmica de crecimiento global de la colonia co-
mo las caracteristicas locales y el fenotipo de las células. La modificacién de las condiciones
de crecimiento, por ejemplo por agregado de factor de crecimiento epidérmico o de metil
celulosa, afectd caracteristicas de las células como la morfologia, la tasa de duplicacion y
la movilidad. Estos cambios se tradujeron en cambios en la cinética de crecimiento de las
colonias y en la dinamica de rugosado.

En varios capitulos de esta tesis se compararon resultados experimentales con los ob-
tenidos empleando distintos modelos matemaéticos, como el modelo de Potts o sus varian-
tes, modelos multiescala y modelos continuos que permitieron una mejor descripcion de los
fenomenos intervinientes. La vinculacién entre el trabajo experimental y el tedrico resul-
ta muy enriquecedora para ambos. Mientras los resultados experimentales permiten poner a
prueba las predicciones de los modelos tedricos y mejorarlos, la teoria puede ayudar a generar
nuevas hipétesis, a describir aspectos mecanisticos y a realizar pruebas que experimental-
mente resultan dificultosas. En esta tesis, la conjuncién de modelos y experimentos permitié
profundizar en el conocimiento de diferentes aspectos mecanisticos a nivel celular y en la
escala de las colonias celulares, que resultan de interés para describir procesos fisiolégicos y
patologicos.

La modificacién inteligente de la superficie en contacto con las células permite controlar
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diversos aspectos de la vida celular, como la adhesién, la proliferacion, la migracién o la di-
ferenciacion. La técnica de capa por capa utilizada en esta tesis resulté una manera sencilla,
robusta y reproducible de generar peliculas biocompatibles sobre las que se sembraron las
células. La utilizacién de distintos polielectrolitos sintéticos y naturales permitié describir
como la composicion de las peliculas afecta la adhesiéon y la proliferacién celular. La fabrica-
cion de peliculas heterogéneas, combinando polielectrolitos sintéticos y naturales formando
bloques, permitié disponer de una alta biocompatibilidad resultante de mejorar la adhesiéon
celular modulando las propiedades mecanicas mediante un polielectrolito sintético en capas
internas y manteniendo una alta proliferacién mediante un conjunto de capas formadas por
polielectrolitos naturales. Otra manera de modificar las propiedades de las peliculas es me-
diante tratamientos pos ensamblado. Se encontré que el tratamiento térmico (recocido) de
las peliculas poliméricas luego del secado permite cambiar sus propiedades fisicoquimicas,
tales como mojabilidad, rigidez, potencial zeta, adsorcién proteica y modular asi la adhesion
celular. Las multicapas de polielectrolitos son sistemas fuera del equilibrio y el aumento de
temperatura favorece la movilidad de las cadenas para alcanzar un estado de menor energia.
Este proceso es similar al que ocurre durante el tratamiento térmico de los metales y alea-
ciones que alcanzan estructuras més estables. En el caso de las peliculas de polielectrolitos
se encontré que el contenido de agua juega un papel importante en el efecto que produce
el tratamiento térmico. Estos resultados deben tenerse en cuenta para cualquier sistema su-
pramolecular en general. Ademads de los potenciales usos y aplicaciones en la ciencia de los
materiales despierta numerosas interrogantes: ;Las propiedades de las muestras fabricadas
cambian con el tiempo? ;Cuando es mejor medirlas? ;En caso de no poder medirlas en el
momento, cudl es la mejor manera de conservarlas?

El control de las propiedades fisicoquimicas del substrato permite “dirigir” el destino
celular, por lo que resulta de interés tanto en el desarrollo de protocolos mejorados para
la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, como también en el desarrollo de nuevos
métodos de diagndstico o como plataforma de andlisis de las propiedades celulares. Las ca-
racteristicas fisicoquimicas y bioquimicas del entorno celular afectan en forma compleja el
fenotipo celular. El control adecuado de las propiedades de los materiales permite, por un
lado, generar sistemas inteligentes para inducir determinado fenotipo celular, y por el otro,
separar para su estudio determinados procesos que contribuyen al mecanismo global que des-
cribe la evolucion del sistema. Por ejemplo, la utilizacion de substratos microestructurados
permitio por primera vez analizar empiricamente la validez del modelo de crecimiento utili-
zado para describir la propagacion de la interfase de sistemas multicelulares. La orientacién
de las microranuras respecto al contorno de la interfase afecta la velocidad de propagaciéon de
las colonias. La dependencia de esta tultima con el angulo de inclinaciéon de las microranuras
estd de acuerdo con el modelo de crecimiento propuesto. Esto es una muestra de que para
abordar ciertos tipos de problemas resulta necesario un enfoque interdisciplinario que retina
herramientas de la biologia, la quimica y la fisica.

Los resultados presentados en esta tesis abren numerosas perspectivas. Los sistemas uti-
lizados podrian combinarse para modificar el entorno celular de maneras més complejas.
Podria modificarse la reologia del medio de cultivo junto con el substrato, ya sea mediante
microranuras o mediante multicapas de polielectrolitos. O estas ultimas podrian ensamblar-
se intercalando en algunas capas factor de crecimiento epidérmico para tener una liberaciéon
local y controlada de la droga. El gradiente de temperatura podria utilizarse para intentar
controlar la orientacién y migracién de las células sembradas sobre una multicapa de po-
lielectrolitos. El efecto de la temperatura parece ser general y se espera poder aplicarlo a
otros sistemas poliméricos mas alla de los obtenidos por la técnica de capa por capa. También
podria ensamblarse una multicapa de polielectrolitos sobre un substrato microestructurado
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y ver como influyen en forma combinada la topografia y el recocido. Ademaés de la adhesién,
migracién y proliferacién celular, podrian estudiarse otros procesos celulares como la dife-
renciacion. En las condiciones adecuadas, las células C2C12 y MC-3T3 pueden diferenciarse
a miotubos y osteoblastos, respectivamente. Las caracteriticas del substrato (como la topo-
grafia o la rigidez) y del medio (como la presencia de ciertos iones o biomoléculas) pueden
modular el proceso de diferenciacion.

En resumen, esta tesis aporta al conocimiento de los procesos involucrados en la propaga-
cién y expansion de sistemas celulares constituidos por células aisladas o colonias confluentes.
Se utilizaron entornos celulares convencionales o modificados adecuadamente por el agregado
de sustancias con distinta actividad bioldgica o utilizando substratos poliméricos con pro-
piedades fisicoquimicas controladas que permitieron modular distintas caracteristicas de la
adhesion celular. Se utilizaron y discutieron los sistemas considerando aproximaciones pro-
venientes de distintas disciplinas: técnicas de cultivo celular, de la ciencia de materiales y de
la fisica estadistica.
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