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Resumen

La primera parte de esta tesis estd dirigida al estudio de las propiedades elasticas de
membranas biocompatibles con células para su uso en la mediciéon de fuerzas celula-
res. Se presentan métodos para la mediciéon de espesor de membranas, su constante
de rigidez y su tension residual. Adicionalmente, se desarrollan dispositivos que per-
miten la mediciéon del campo total de arrugas de la membrana, indispensable para la
determinacién del campo de fuerzas introducido por la célula.

La segunda parte se concentra en el estudio de la respuesta mecanica de un axon,
tratado aqui como modelo unidimensional de una célula, bajo una fuerza externa. La
modelaciéon de la respuesta mecanica esta basada en la representacion del axén como
una cuerda homogénea, con una constante de restitucién acoplada en serie con un ele-
mento disipativo y una segunda constante elastica. A este modelo le hemos incluido
la accién de los motores moleculares como un ingrediente indispensable que permite
capturar los estados de contraccién y variados comportamientos dindmicos presentes en

el axon .

J-Ch. Géminard, R. Bernal and Francisco Melo, Wrinkle Formation in axi-
symmetrically streched membranes, Eur. Phys. J. E. (2004), vol. 15, pp. 117.

R. Bernal, C. Tassius, J-Ch. Géminard and F. Melo, Wrinkles Formation in
Semi-Spherical Membranes, to be submitted in The European Physical Journal E.

R. Bernal, C. Tassius, J-Ch. Géminard and F. Melo, Mechanical characterization
of elastic membranes: cell mechanics applications, to be submitted in Applied Physics
Letters.

R. Bernal, F. Melo and P. Pullarkat, Mechanical Behavior of PC-12 Neurites, to
be submitted in PNAS.



Indice general

1. Introduccién

2. Medicion de Fuerzas Celulares

2.1.
2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Tension superficial de fluidos poliméricos . . . . . . . . . . . .. .. ..
Propiedades de las membranas poliméricas . . . . . . . . .. ... ...
2.2.1. Medicién del espesor de membrana . . . . . ... .. ... ...
2.2.2. Modulo elastico de membranas poliméricas . . . . . . . . . . ..
Pliegues en membranas semi esféricas . . . . . .. ... ...
2.3.1. Montaje experimental . . . . . ... ... L
2.3.2. Resultados . . . . . . .. ...
Generacion de pliegues por la accién de fuerzas celulares . . . . . . . .
2.4.1. Montaje experimental . . . . . ... ..o
2.4.2. Medicion del campo de pliegues . . . . . . . ... ...
2.4.3. Condiciones de borde experimentales . . . . . .. .. ... ...

Conclusiones . . . . . . . . .

3. Propiedades Mecanicas de Axones

3.1.
3.2.
3.3.

3.4.
3.5.
3.6.

Respuesta mecanica deun axén . . . . . . ... ... L.
Montaje experimental . . . . . ... ..o L
Mediciones de Fuerza y Elongaciéon . . . . . . . .. ... ... .. ...
3.3.1. Mediciéon de la fuerza aplicada . . . . . . .. ...
3.3.2. Medicién de la elongacién . . . . . ..o 0oL
Resultados: Respuesta elastica . . . . . . . ... ... ... ... ....
Resultados: Comportamiento viscoelastico o Pasivo . . . . . . . .. ..

Resultados: Comportamiento Activo . . . . . . . ... ... ... ...

12

18
19
21
21
23
27
27
29
33
34
35
39
42



INDICE GENERAL 8

3.7. Conclusiones . . . . . . . ... 75

4. Ax6n bajo un flujo laminar 77
4.1. Ecuaciones de equilibrio . . . . . .. ... o 0oL 7
4.2. Montaje experimental . . . . ... ..o 82
4.3. Medicién de la fuerza y Elongacion . . . . . . . . ... 82
4.3.1. Medicién de Fuerzas . . . . . . . . ... 82

4.3.2. Medicion de la Elongacion . . . . . . .. ..o 83

4.4. Resultados . . . . . . . . . . 83
4.5. Conclusiones . . . . . . . . . . e 87

5. Conclusiones generales 90
A. Caracterizaciéon de microagujas 92
A.1. Deformacion de Barras . . . . . . . . .. ... 92
A.1.1. Barra prismatica bajo una carga puntual . . . . . . . ... . .. 92

A.1.2. Barra prismatica bajo una carga homogénea . . . . . .. .. .. 94

A.1.3. Deflexién de un tubo cénico: aplicacién en fluidos . . . . . . . . 94

A.2. Respuesta en frecuencia de una microaguja . . . . . . . . . . .. .. .. 99

B. Protocolos de Preparacion y Cultivo Celular 101
B.1. Cultivo de células PC-12 . . . . . . . . .. ... ... 101
B.1.1. Preparaciéon de Medio, Coldgeno y Nerve Growth Factor (NGF) 101

B.1.2. Cultivoregular . . . . ... ... ... 102

B.1.3. Cultivo de células en coverslips . . . . . . ... ... ... ... 102

B.2. Cultivode células PHy 3T3 . . . . . . . .. .. .. ... ... ... 104
B.2.1. Preparacién de Medio . . . . . . . . . ... L. 104

B.2.2. Cultivoregular . . . . ... ... ... 105

C. Publicaciones 106

C.1. Wrinkle Formations in Axi-Symmetrically Stretched Membranes . . . . 107



Indice de figuras

1.1.
1.2.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.
2.8.
2.9.

2.10.
2.11.

2.12.
2.13.

2.14.
2.15.
2.16.
2.17.
2.18.
2.19.

Fuerzas celulares . . . . . . . .

Comportamiento mecanico de células . . . . . . .. ... ... .. ...

Fenémenos capilares . . . . . .. . ...
Medicion de la tension de superficie . . . . . . ..o
Recuperacion de la membrana . . . . . . ... ...
Medicién del espesor de una membrana de silicona . . . . . . . . .. ..
Definicién de coordenadas en el capilar . . . . . .. ... ... .. ...
Medicion del modulo elastico de una membrana . . . . . . . . ... ..
Deformacion de una membrana semi esférica . . . . . . . . ... .. ..
Diagrama experimental de la deflexién de una membrana . . . . . . . .
Formacién de pliegues en membranas semi esféricas . . . . . . . . . ..
Respuesta de una membrana semi esférica ante una fuerza puntual . . .
Cambio de curvatura de la membrana en funciéon de la deflexién de la
membrana . . . ... ... e
Inestabilidad de pliegues . . . . . . . . . . ... ... ..
Valores criticos de la formacién de pliegues en funcién del radio de cur-
vatura inicial . . . ...
Pliegues por efecto de fuerzas celulares . . . . . . . . . ... ... ...
Fabricacién de membranas elasticas . . . . . . .. .. ... ... .. ..
Interferémetro Linnux . . . . . . . . . . ... ... ... ...
Preparacion de las células en sustratos elasticos . . . . . ... ... ..
Mapa de la amplitud de pliegues . . . . . . . .. ... ... ...
Contraccion radial de un fibroblasto y comparacion con un experimento

modelo . . . .o

14
16

19
20
21
22
24
25
27
28
29
30

31
32

33
34
35
36
37
38



INDICE DE FIGURAS

2.20. Perfil de un fibroblasto . . . . . . . . . . . . ...

2.21. Angulo de contacto de membranas . . . .. ... ... ...

3.1. Estructura interna basicade un axén . . . . . . .. ... ... L.
3.2. Modelo de potencial asimétrico de dos estados para un motor molecular
3.3. Tipos de motores moleculares en un axén . . . . . . .. ... ... ...
3.4. Esquema de la medicion de la respuesta elastica . . . . . . ... .. ..
3.5. Modelos de respuesta mecanica para un axon . . . . . . . . . . . . . ..
3.6. Modelacion de la respuesta mecanica de los motores moleculares . . . .
3.7. Esquema de la medicion de la respuesta mecénica a tiempos largos . . .
3.8. Esquema béasico del test mecanico . . . . . . ... ...
3.9. Montaje experimental . . . . .. ..o
3.10. Calibracién de microagujas . . . . . . . . . . .. ..o
3.11. Esquema de la deformacién de una cuerda . . . . . .. ... ... ...
3.12. Test mecénico de una neurita de una célula PC-12 . . . . . . . . . . ..
3.13. Angulo de equilibrio y Fuerza experimentada por varios axones . . . . .
3.14. Constante de axones de células PC-12. . . . . . . . .. ... ... ...
3.15. Tensioén inicial de células PC-12 . . . . . . . .. .. .. ... ... ...
3.16. Comportamiento Pasivo . . . . . . .. .. ... ... L.
3.17. Elongacién viscoelastica . . . . . . .. ..o oL
3.18. Esquema de medicion de v . . . . . . ...
3.19. Friccidon interna . . . . . . ...
3.20. Origen de la friccion interna en una célula . . . . . . . .. . ... ...
3.21. Comportamiento Activo . . . . . . . . ...
3.22. Elongacion-Contracciéon viscoeldstica . . . . . . .. .. .. ... ...
3.23. Amplitud de la respuesta Gaussiana . . . . . . . . . ... ... ... ..
3.24. Ancho de la respuesta Gaussiana vs seccion transversal del axén. . . . .
3.25. Constante eldstica interna del axon . . . . . . . .. . ... ... .. ..
3.26. Competicion entre vy To/v . . . . . oo
3.27. Transicién entre estados estables . . . . . . . . . . ... ... ... ...

3.28. Transicién entre régimen pasivo/activo . . . . . .. .. ... L.

4.1. El 4xon como catenaria . . . . . . . . . ..o

4.2. Deformacion de un axon ante una fuerza viscosa . . . . . . . . . . . ..

10

40
41



INDICE DE FIGURAS 11

4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.

Al
A2
A3.
A4
ALb.
AL6.
AT
A8.

Celda de flujo laminar . . . . . . . .. .. ... ... 82
Tensién constante ante incrementos de la fuerza viscosa . . . . . . . .. 85
Respuesta pasiva bajo un flujo constante . . . . . . ... ... ... .. 88
Respuesta Activa bajo un flujo constante . . . . . . . .. ... ... .. 88
Oscilaciones bajo un flujo constante . . . . . . . . .. ... ... .. .. 89
Oscilaciones bajo un flujo constante . . . . . . . .. ... ... ... 89
Barra bajo una carga puntual . . . . .. ... ..o 93
Esquema de un tubo cénico empotrado . . . . .. ... 94
Esquema de la camara de fluido, asumiendo un flujo laminar . . . . . . 96
Deflexion de microaguja bajo una carga constante . . . . . . . . .. .. 97
Perfiles de velocidad . . . . . . . . . ... 97
Medicion de la fuerza viscosa . . . . . . ... 98
Esquema experimental de la funcién respuesta de la microaguja . . . . 99

Funcion respuesta experimental . . . . . . ... ... .00 100



Capitulo 1
Introduccion

El interés por conocer los mecanismos de funcionamiento y propiedades gene-
rales de sistemas autoorganizados ha impulsado a la comunidad cientifica a explorar
una diversidad de sistemas que presentan propiedades fisicas tinicas. Podemos decir
que existe un area incipiente de la Fisica que consiste en dar una mirada de fisico a
problemas tradicionalmente abordados por la Biologia; se trata de la Fisica motivada
por la Biologia.

Dentro de esta categoria de problemas, podemos encontrar el estudio de propie-
dades mecanicas de moléculas bioldgicas, tales como, el DNA, o las proteinas, por varios
métodos que van desde las pinzas épticas, trampas magnéticas, hasta espectroscopia de
fuerza atomica. También las propiedades fisicas de biomateriales constituyen un campo
reciente de investigacion desde la perspectiva de la Fisica. Por ejemplo, las propiedades
mecanicas de telas de aranas o conchas de animales marinos milenarios, que resultan
de la combinacion de materiales organicos tradicionales con matrices bioldgicas, son la
sana envidia de cualquier ingeniero que busque crear materiales con tales resistencias a
la fractura.

Est bien aceptado que estos singulares sistemas son el resultado de la aplicacion
de las leyes mas fundamentales de la naturaleza, cuyos mecanismos han sido optimiza-
dos durante millones de anos. Naturalmente, su desarrollo ha estado basado en dichas
leyes y, en consecuencia, pueden ser estudiados desde el punto de vista reduccionista
de la fisica. Sin embargo, esta simplificacién, que nos ha permitido comprender cada
efecto por separado en el lenguaje estricto de las matematicas durante los tltimos si-

glos, se ve limitada al intentar una descripcion general de un sistema autosostenido y

12
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autoorganizado de tal complejidad.

Desde el punto de vista de la Fisica, lo natural es someter al sistema de interés a
variados estimulos y revelar su respuesta. Aqui sélo nos limitaremos a comentar sobre
la respuesta mecéanica de los sistemas elegidos. La tarea que nos hemos fijado es disenar
experimentos que ubiquen a los sistemas bajo estudio en condiciones susceptibles de
ser analizados sin ambigiiedad, por cierto como veremos, esto no seria posible sin el
desarrollo de nuevos métodos de medicion.

Uno de los problemas abiertos y que atrae nuestro interés, es la fuerza que
ejerce una célula viva al desplazarse sobre un sustrato, asi como el mecanismo y las
fuerzas responsables de la division celular. El problema remonta a la década de los
anos 80 cuando surgieron inovadores métodos que abrieron la posibilidad de medir
las fuerzas a la escala celular. Estos métodos estan basados en las deformaciones de
membranas eldsticas creadas a partir de la vulcanizacién de aceites poliméricos[3|. La
idea es determinar la geometria de los pliegues generados en una membrana elastica
por la aplicacién de fuerza por parte de la célula[1][2]. Mas precisamente, el patrén
de pliegues presentes en la membrana es el resultado de la distribucion de fuerzas de
adhesion que le permite a la célula desplazarse (figura 1.1izquierda). Aqui, la utilizacién
de microagujas calibradas ha sido esencial para relacionar la longitud de los pliegues,
cantidad que efectivamente se mide, con la fuerza aplicada que es del orden de decenas
de nano Newtons. Sin embargo, a nuestro juicio, dada la naturaleza no lineal de las
ecuaciones que representan la deformacién de una membrana, la longitud de los pliegues
no puede ser expresada como una funcion lineal de la fuerza aplicada. La alternativa
para la medicién del campo de fuerza es una determinaciéon del campo de deflexion
vertical de la membrana, para lo cual hemos desarrollado un método 6ptico original en
el capitulo 2.

Métodos mas recientes, basados en la medicién de la deformacion de un sustrato
elastico, han permitido determinar de manera mas precisa la distribucién de fuerzas
generadas por una célula es su movimiento. Utilizando particulas de latex[4] adheridas
aleatoriamente a la membrana o marcas realizadas mediante técnicas de soft litho-
graphy(5], se ha logrado inferir el campo de deformacién y de tensién de las membranas
(figura 1.1 derecha). Nuevamente el uso de microagujas ha servido para determinar las
propiedades elasticas de estos sustratos inferidas del campo de deformacién a partir de

los deplazamientos de las marcas en la superficie del sustrato.
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Figura 1.1: (izquierda) Pliegues de una membrana de Silicona generados por un fi-
broblasto contrayéndose radialmente. (derecha) Deformacién de un sustrato de PDMS
marcado utilizando SU-8 photoresist. Las flechas indican la magnitud y direccion de las

fuerzas de adhesién [5]

Estos novedosos experimentos, sin embargo, estan sujetos a complicaciones de
origen técnico. Las aproximaciones que han permitido inferir las fuerzas a esta escala,
se encuentran limitadas no sélo por la determinacion de las propiedades de membranas
y sustratos elasticos, ademéas debemos incluir el efecto de las condiciones de borde de
estos tests mecanicos. En el caso de las membranas eldsticas, por ejemplo, las condiciones
de borde influyen dramaticamente en la medicién de las fuerzas celulares a partir de la
longitud de los pliegues y el método se vuelve insensible en el caso de existir una tensién
inicial en la membrana demasiado grande. Como recientemente hemos reportado en [8],
la generacion de pliegues muestra ser el resultado de una inestabilidad supercritica, en
la cual el nimero de pliegues y su largo son cantidades practicamente independientes
de la fuerza aplicada.

En esta tesis, proponemos una alternativa a estos métodos. En efecto, la de-
terminacién de la amplitud de los pliegues de la membrana permitira, a nuestro jui-
cio, desarrollar un metodo mas sensible de caracterizacion de las fuerzas. Con nuestro
método, la medicién de la amplitud de deformacién se realiza por medio de un micros-
copio interferométrico que hemos desarrollado basados en un interferémetro Linnux.
Ademas, presentamos métodos propios de medicién para la determinacién de las pro-

piedades elasticas de las membranas usadas y, més importante, las condiciones de borde
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a las que estan sometidas estas membranas. Sin embargo, estos métodos de medicién
no han contestado una pregunta de fondo: ;Cudles son las propiedades que regulan el
comportamiento mecdnico de una célula?.

Una propiedad que da cuenta parcialmente de este problema es la adhesion de
una célula a un sustrato rigido, la que depende de las propiedades quimicas del sustrato
en cuestiéon. Por ejemplo, en la figura 1.2 células obtenidas del rinén de rata (fibro-
blastos 3T3) fueron depositados en un caso sobre una ldmina de vidrio limpia y en
el otro sobre una lamina de vidrio tratada previamente con metil-silano hidrofébico.
El resultado, desde un punto de vista fisico, es dinamicamente distinto. En el primer
caso, el fibroblasto se extendié sobre la superficie hasta una situacién de equilibrio en
que el drea de contacto permanece constante. En el segundo caso, el area de contacto
mostré una frecuencia de oscilacién durante todo el experimento. Estos comportamien-
tos estan regulados por las mismas propiedades mecénicas cuyas respuestas dependen
de los estimulos fisico-quimicos que han recibido de los distintos sustratos.

En sistemas tan complejos como el que acabamos de describir, es dificil imagi-
nar una modelizacion de todas las interacciones que tienen lugar en el interior de una
célula, aunque muchas han sido descritas con éxito como resultado de la dinamica de
polimerizacion de filamentos de actina o microtubulos y su interaccién con un grupo
especifico de proteinas denominadas motores moleculares. Es necesario entonces reali-
zar una descripcion més simple que considere sélo las interacciones mas importantes
que ocurren en la célula y asi avanzar en la descripcion del comportamiento global de
ésta. Por esta razoén, utilizaremos como modelo de comportamiento mecanico las pro-
longaciones de células especializadas como las neuronas (estas prolongaciones reciben
el nombre de neuritas o axones, en el caso de las neuronas) ya que en su interior se
encuentran todas las estructuras presentes en una célula y, dada su geometria, poseen
la ventaja de poder ser modelizadas como un problema unidimensional.

Nuestros experimentos estan basados en investigaciones realizadas inicialmente
en axones por Lamoureux[14] y Dennerll[15], en cuyos trabajos se ha concluido que bajo
ciertas condiciones un axén se comporta como una cuerda viscoelastica, es decir, ante
una fuerza externa, el axén incrementa su longitud para relajar la tensién aplicada.
Sin embargo, un axén puede presentar un comportamiento contrario a la intuicién;
cuando los extremos de un axén se encuentran fijos, éste puede disminuir su longitud,

registrando tensiones relativamente elevadas. Este comportamiento, bautizado como
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1.1
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Figura 1.2: (a) Mojado de la superficie de vidrio por una célula, con un tiempo de
relajacion de 50 segundos, (b) Superficie de vidrio tratada con metil-silano. Se observan

oscilaciones del perimetro/area de la célula, con un tiempo carcateristico de 20 segundos.

comportamiento activo, puede ser descrito si se incluye correctamente la accién de los

motores moleculares en la representacién mecéanica del axon.
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Describimos a continuacién la organizacién de esta tesis. En el capitulo 2 se presenta un
método, basado en la formacion de arrugas en membranas elasticas, para medir campos
de fuerzas aplicadas por células vivas. Dadas las exigencias técnicas de este método, este
capitulo esta enfocado a la determinacion de las propiedades mecanicas de membranas,
cruciales para la aplicacion cuantitativa del método. Adicionalmente, se desarrolla una
técnica Optica para la medicion de la amplitud de las arrugas, cantidad que tiene la
potencialidad de describir el campo de fuerzas aplicado a la membrana. En anexo, se
presenta un trabajo completo sobre la formacion de arrugas producidas por un objeto
que se contrae. Este estudio permite establecer con claridad que medidas anteriores de
fuerzas en células vivas, realizadas por la simple caracterizacién de la longitud de los
pliegues solo pueden ser consideradas como cualitativas.

El capitulo 3, corazén de esta tesis, estd enteramente dedicado a la medicién de
fuerzas y propiedades mecénicas de axones por medio de las técnicas de microagujas
flexibles. Se describen primero las propiedades eldsticas mas simples de axones, tales
como su modulo de Young y su coeficiente de fricciéon viscosa. En situaciones muy
frequentes, sin embargo, los axones después de una etapa de estiramiento pasivo o
pléastico, exhiben una contracciéon notoria, identificada como comportamiento activo.
Para la descripcion de estos fenémenos introducimos un modelo simplificado que toma
cuenta de los motores moleculares y su friccién interna. Con ésto, algunos axones pueden
presentar oscilaciones de relajacién propios de una curva de respuesta mecanica con
sensibilidad negativa; la transicién alargamiento-contraccién se describe naturalmente
en este marco. El capitulo 4 es complementario al anterior, estando dirigido al desarrollo
de nuevos métodos de mediciéon de propiedades de axones. En particular, se presentan
mediciones de comportamiento dindmico de axones, cuando éste se alarga o contrae
producto del arrastre producido por un flujo a bajo nimero de Reynolds. La forma del
axon en este caso es basicamente una catenaria y la situacion es andloga a un cable de
tendido eléctrico curvado por el efecto de la gravedad. Este método es menos intrusivo

que el de microagujas y nos permite acceder a un rango menor de fuerzas.



Capitulo 2
Medicion de Fuerzas Celulares

El uso de membranas o peliculas elasticas ha sido una herramienta esencial para
la medicion de las fuerzas que ejerce una célula adherida a la superficie del sustrato,
permitiendo registrar fuerzas del orden de 10~ Newtons. Estos métodos se encuentran,
lamentablemente, limitados por la falta de sensibilidad de las mediciones basadas en la
caracterizacion de la longitud de los pliegues presentes en la membrana.

En esta seccion desarrollaremos técnicas que nos permitiran conocer las propie-
dades elasticas de las membranas utilizadas, de las condiciones de borde en las que se
desarrolla el experimento y daremos argumentos de porqué la medicion de la longitud

de los pliegues no es suficientemente sensible para inferir la fuerza aplicada.

En general, las membranas se encuentran sujetas a dos tipos de deformaciones:
las primeras ocurren en el plano de la membrana denominadas como deformaciones pla-
nas; mientras que las segundas ocurren fuera del plano; deformaciones de doblamiento.
La energia elastica de una placa deformada se puede escribir en términos de las funcio-
nes de densidad de energia eldstica 1y y 15, que representan la energia de deformacién

de doblamiento y deformacién plana por unidad de superficie respectivamente[7].

4 /.2 4
y ~ Eel_4 (%) Py ~ Ee%

donde, E es el modulo de Young, e es el espesor de la placa, la dimensién de la placa

estd dada por [ y £ es la deformacién vertical.
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En el caso de sustratos deformables en que la energia de doblamiento es mayor
que la energia de deformacion plana para una misma fuerza, se cumple que la amplitud
de deformacién fuera del plano € es comparable con el espesor e de la membrana (£2 >
e?). En este caso, no es posible despreciar la energfa de doblamiento de la membrana.

Los pliegues desarrollados no sélo dependen de la fuerza aplicada: también de-
bemos considerar el espesor e de la membrana, el médulo de Young F, el coeficiente
de Poisson v y las condiciones de borde presentes en el sustrato. Una completa carac-
terizacion del fluido utilizado en la fabricacién de las membranas y sus propiedades es

fundamental antes de inferir las fuerzas aplicadas por la célula sobre el sustrato.

A continuacién describiremos los procedimientos para inferir estas propiedades.

2.1. Tension superficial de fluidos poliméricos

La utilizacién de los fenémenos capilares nos servird de herramienta para la
determinacién de la tension superficial de los liquidos empleados en la fabricacién de
membranas eldsticas. Estos fenomenos descritos mediante el uso de la Mecanica de
Fluidos han permitido relacionar la curvatura de una gota de fluido con su tensién
superficial. Es asi que para un fluido contenido en un capilar comunicado (figura 2.14zq.),
el radio de curvatura de las superficies libres compensa la diferencia de presion entre

ambas superficies como se ilustra en la figura 2.1.
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-— micrometric screw l
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-— flexible tube -
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Figura 2.1: Montaje experimental que nos permite determinar la tensién de superficie del
fluido en el capilar. La diferencia de altura entre ambas superficies es controlada con un

micréometro. El radio r, del capilar es de 2mm y el radio del contenedor ry,,, = 10mm.

Para relizar un balance de presiones, debemos considerar las curvaturas de am-

bas superficies. Sin embargo, la curvatura de la superficie libre en el contenedor, es
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despreciable frente a la curvatura del capilar de radio r,.

El equilibrio de presiones es entonces dado por:

2y 2y
P, h=P,+—
* Rtank * P * R
2y
AP = pgh = —
P9 R
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(2.1)

El radio de curvatura Ri,,» ~ oo nos permite despreciar la contribucién del

contenedor, por lo que la diferencia de presion es compensada por la tensién de superficie

v (figura 2.2). El factor dos que acompana a la tensién de superficie v proviene del

hecho que el perfil de la figura 2.1 es en realidad una semi esfera, por lo tanto, debemos

considerar las dos curvaturas principales de la superficie.
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Figura 2.2: La medicion de la tension de superficie del liquido se establece mediante

la pendiente de la recta que corresponde a dos veces el de v dividido por el radio del

capilar. Encontramos asi la tensién superficial en la interface aire-liquido.

Tensién superficial para dos fluidos. Aceite de Silicona phenylmethyl polysiloxano, Down
Corning 710, Ysiticone = 22,3 & 0,5dyn/cm. Polydimetilsiloxano (PDMS), Sylgard 184,

YPDMS — 22,7 + 0,6dyn/cm
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2.2. Propiedades de las membranas poliméricas

Supongamos que mediante algiin método seamos capaces de fabricar a partir
de un fluido polimérico una membrana en su superficie libre. Utilizando el sistema de
capilares comunicados podriamos entonces medir la respuesta eldstica de la membrana,
relacionando su curvatura con la diferencia de presién entre los capilares.

El proceso que nos permite fabricar membranas elasticas en base de un liquido
polimérico es llamado vulcanizacion[3]. Este fenémeno ocurre cuando el fluido es ex-
puesto a alta temperatura iniciando un proceso de entre-cruzamiento de las cadenas de
polimero. El rol de la presencia de oxigeno en el proceso es fundamental, ya que es el
oxigeno quien cataliza el entre-cruzamiento del polimero. Una descripcion detallada del
protocolo de fabricacién serd tratada en la siguiente seccién.

Despus del proceso de vulcanizacién nos vemos obligados, de forma natural, a

realizar una medicién del espesor de la recién fabricada superficie elastica.

2.2.1. Mediciéon del espesor de membrana

A

L

e E— —

e A o A e o o

Figura 2.3: (a) Membrana creada en la punta de una jeringa. (b) La membrana es
expulsada y depositada por contacto sobre la superficie de silicio. (¢) Rotacién de la

muestra para ejectar el liquido de la superficie de la membrana.

En nuestra configuracion experimental, es dificil obtener una medicién no des-
tructiva del espesor de las membranas. Los métodos dpticos basados en interferometria
no proveen el contraste necesario ya que la membrana se encuentra en la superficie del
film remanente con un indice de refraccién similar a la del liquido, con membranas con
un espesor menor que 100nm. Para remediar este problema, la membrana se vulcaniza

en el extremo de una jeringa, y el sustrato elastico es expulsado y depositado por con-
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tacto mecanico en un soporte de silicio. El exceso de liquido es ejectado de la muestra

de silicio por rotaciéon como se muestra en figura 2.3.

La determinacién del espesor se realizd con el uso de un microscopio de efecto
fuerza en el modo de contacto. El perfil de altura obtenido por esta técnica muestra
un salto entre la region del soporte de silicio y la region en la que se encuentra la
membrana. El espesor del sustrato de silicona es de aproximadamente de 20nm y de

60nm para las membranas de PDMS como se muestra en la figura 2.4.

2] 20
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Figura 2.4: Se observa en (a derecha) una imagen de microscopia de efecto fuerza

en modo contacto para una membrana de silicona homogenéa, (a izquierda) perfil de
altura de la muestra con un espesor e ~ 20nm. (b derecha) Imagen de reflexin de
una membrana de PDMS sobre un soporte de silicio, en (b izquierda) se observa el
corrimiento de las lineas de interferencia por la presencia de la membrana con un espesor

e ~ 60nm.
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2.2.2. Modbdulo elastico de membranas poliméricas

Nuevamente la utilizacion de los fenomenos capilares nos servira de herramienta
para contrastar la presencia de una membrana en tension bajo una diferencia de presion.

Dado que las moléculas que componen la membrana son idénticas a las moléculas
del liquido polimérico, la energia de la interface liquido-membrana es despreciable. Visto
de otra manera, la tensién superficial aire-liquido es del mismo orden que la tension de
superficie aire-membrana.

La presencia de la membrana elastica deberd influir en la respuesta de la cur-
vatura ante una diferencia de presion AP. En efecto, la vulcanizacion del fluido a una
temperatura de 1300°C' de una superficie de liquido inicialmente plana, conlleva a una
contraccion térmica cuando la nueva superficie elastica es enfriada a temperatura am-
biente. Esta contraccion térmica introduce una tension residual de la membrana que
denotaremos por o,.

Ademas de esta tensién residual, debemos agregar la deformacion de la membra-
na al aumentar la superficie para equilibrar la diferencia de presion. Esta contribucién
puede ser modelada como un moédulo elastico B multiplicado por la variacion de super-
ficie, considerando que las condiciones de borde son fijas en la orilla del capilar, lo que
se traduce en una deformacién no homogénea en la superficie de la membrana. Teniendo
este hecho en mente, hemos realizado un promedio sobre el tensor de deformacion en
la regién de mayor curvatural6][9].

De esta forma obtenemos en primera aproximacion:

2 0S
AP =2+ B2
T (7 1t SO> o
2 l
AP == <7 to,+ 4,323‘2-) x, (2.2)

en donde x = r,/R y el coeficiente 4,32 es el promedio del tensor de deformacién en
la regiéon de mayor curvatura. Bajo esta aproximacion, el aporte del médulo elastico
B = Ee/(1 — v*) depende solamente de la variacién del perfil de la gota formada en el
extremo superior del capilar. F representa el médulo de Young de la membrana y e su
espesor.

La variaciéon 4l es la diferencia del largo del perfil igual a 26 R menos el perfil

inicial 2r,. Utilizando la definiciéon de coordenadas de la figura 2.5, la expresién para la
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diferencia de presion es,

Figura 2.5: Definicién de coordenadas en el capilar

2 4,328
AP = pgh = —(Vess — 4,32B)x + 2 arcsin(x), (2.3)
r r

o] ]

donde ¢ representa la contribucién de la tensién superficial debida a la interface
membrana-aire, mas la tensién residual de la membrana, producto del proceso de vul-
canizacion. Al primer orden, v.sf = 7 + 0,, es independiende de la curvatura de la
membrana ya que el valor de x = r,/R en esta aproximacién es de orden cero. Rea-
lizando una expansién a tercer orden de la funcién arcsin(z), podemos reescribir la
ecuacién 2.3,

AP = 3(7+00)x+tﬁ

To To

Ba?

La modelacién de o, al orden mas bajo (ecuacién 2.4), depende del médulo
elastico B y de la contraccién térmica presentada por la membrana que supondremos
uniforme. En la figura 2.6 el efecto del término no lineal en la respuesta de la curvatura
se hace evidente en las membranas fabricadas con PDMS.

Para ambos fluidos poliméricos se observa una pendiente inicial mayor que el

valor de la tensién superficial v debido a la presencia de la tension residual o,.

0o=Bg =B~ =(1-a)B (2.4)

La tension residual o, y el médulo eldstico B fueron determinados a partir de
un ajuste de los datos experimentales con el modelo que hemos descrito. Las tensiones

residuales promedio y el médulo elastico B para las membranas de silicona son o gicona =
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Figura 2.6: Curvas de respuesta de la curvatura como funcién de la diferencia de presion.
Se hace evidente la presencia de la membrana que incluye una tensién residual y en el
caso del PDMS, la contribucién del término no lineal en la expresién de la diferencia

de presion es mas importante que las membranas fabricadas con aceites de silicona.

4,8 + 0,4dyn/cm, Bgjicona = 25,2 £ 0,6dyn/cm y de oppys = 31,1 £ 0,3dyn/em y
Bppus = 120,4 £ 0,6dyn/cm para las membranas fabricadas con PDMS. En ambos
casos, el coeficiente de contraccién térmica o es menor que uno (Qijicona = 0,81 £ 0,1,
appus = 0,75 £ 0,1).
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Cuadro 2.1: Comparacion entre los fluidos poliméricos

Pardmetro Aceite de Silicona

PDMS

¥ 22,3 + 0,5dyn/cm
e 20 £+ 2nm

B 25,2 + 0,6dyn/cm
Oo 4.8 + 0,4dyn/cm
a 0,81+ 0,1

e 1,3+ 0,2M Pa

22,7+ 0,6dyn/cm
60 4 2nm

120,4 £+ 0,6dyn/cm
31,1 +£0,3dyn/cm
0,75+ 0,1

2.0+ 0,1M Pa

~ Tension superficial de la interface aire-liquido.
e Espesor de la membrana.
B Moédulo elastico efectivo.
o, Tensién elastica residual.

« Coeficiente de contraccién térmica.

E

= Modulo eldstico efectivo.
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2.3. Pliegues en membranas semi esféricas

Un caso en que podemos correlacionar la fuerza con el largo de los pliegues
generados experimentalmente, es en el caso de una membrana semi esférica de radio R,

en el que la fuerza es aplicada en la parte mas alta de la membrana.

aire

Figura 2.7: Esquema de deformaciéon de una membrana semi esférica con condiciones

de borde fijas.

Como se muestra en la figura 2.7, la fuerza aplicada por la microaguja en el
centro de la membrana provoca un cambio de curvatura en torno a la posicién de la
microaguja. Centraremos nuestra atencion entonces en la respuesta de la membrana en
funcion de la distancia D entre la microaguja y la region en que cambia la curvatura y

la deflexion de la membrana 9,,.

2.3.1. Montaje experimental

El soporte de las membranas fue fabricado utilizando un volumen de PDMS,
preparado depositando una pelicula de liquido PDMS (Sylgard 184) mezclado con el
correspondiente agente curador en una razoén 10:1, en una placa petri de 200mm. El
espesor h = 500um de la pelicula se obtiene determinando el volumen de llenado de
la placa petri. Después de una hora de curado, el liquido de PDMS forma una goma

transparente la cual es perforada obteniendo un agujero de didmetro d = 3mm (figura
2.8).



CAPITULO 2. MEDICION DE FUERZAS CELULARES 28

La cavidad de PDMS es colocada sobre una superficie limpia de vidrio y llenada
con el aceite de silicona (Dow Corning 710) hasta obtener en la cavidad una superficie
plane de fluido. La gota de radio R es formada agregando un volumen del mismo aceite
con la ayuda de una micropipeta. El exceso de liquido formard una gota esférica de
radio R.

La membrana fue fabricada utilizando el procedimiento de vulcanizacion expo-
niendo la superficie libre del fluido a la flama de un mechero Bunsen a una temperatura
de 1300°C' durante 0,1s.

R,

.............................. |
PDMS — d — h
Siwafer /¥

R~10um I

100 um

Figura 2.8: Diagrama experimental en funcién del radio inicial de la membrana (pa-
nel superior). La deflexién de la microaguja nos permite medir la fuerza aplicada, el

recuadro muestra el radio de curvatura de la punta de la microaguja (panel inferior).

El desplazamiento de la microaguja fue medida por un micrémetro y su deflexion
0 determinada por imagenes laterales. La fuerza aplicada por la microaguja fue determi-
nada midiendo su constante de restitucion kpeeqe = 65 +2 x 1073 N/m (apéndice A.1).
La observacién de los pliegues formados fueron realizadas con un microscopio Nikon

Eclipce TE300, con contraste Nomarsky, cuya intensidad es proporcional al gradiente
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del camino 6ptico. Las regiones planas de la membrana exhiben mayor intensidad que
las zonas con curvatura no nula. Cuando la microaguja no estd apoyada sobre la mem-
brana la region de mayor intensidad corresponde a la aparte mas alta de la membrana.
Sin embargo, cuando el desplazamiento de la membrana es aplicada utilizando la micro-
aguja se observa un anillo de maxima intensidad que corresponde al maximo del perfil

de la membrana (figura 2.9a).

Figura 2.9: ITmagénes de dos membranas de silicona diferentes (a) es una membrana
aproximadamente plana y (b) tiene un radio de curvatura cercano a 2,5mm. En ambos
casos el desplazamiento de la membrana ,, es de 2,5um pero sélo (b) muestra un patrén

de pliegues radiales.

2.3.2. Resultados

Al imponer una deflexién 9, en la superficie de la membrana, ésta responde
linealmente a la fuerza externa como si se tratara de un resorte con una constante de
restituciéon efectiva k,,, como se muestra en la figura 2.10.

Incrementando el desplazamiento de la microaguja, el circulo de radio D que
representa el cambio de curvatura de la membrana crece también. Sin embargo, para
los valores de los radios R, explorados la respuesta de la coordenada D parece saturar
en un rango de deflexién de la membrana del orden de d,, ~ 10um. Observamos que

todas las curvas de D como funcién de 9,, siguen una curva comun como se observa en
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la figura 2.11. Un comportamiento similar es observado cuando presentamos los datos

en funcion de la fuerza aplicada.
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Figura 2.10: Fuerza puntual aplicada en la membrana como funcién de la deflexion de
la membrana, 4,,, para membranas de diferentes radios R iniciales. El inset muestra la
constante de restitucién en funcién del radio de curvatura inicial, cuya pendiente es el

modulo eldstico efectivo de la membrana.

Para los casos en que la membrana presenta un radio de curvatura menor que el
didmetro de la cavidad se observé la generacion de pliegues para un valor bien definido
de la deflexién de la membrana que denotaremos como 0.

El valor critico de la deflexion de la membrana depende fuertemente del valor
del radio inicial R. Como se observa en la figura 2.12; el largo del pliegue es igual
al valor de la distancia entre la microaguja y la regién de cambio de curvatura D
registrando un salto en el largo del pliegue. Para radios de curvatura pequenos, el largo
del pliegue parece presentar una inestabilidad supercritica, es decir, el largo del pliegue
crece gradualmente con el valor de 6,,. Para radios mayores, la inestabilidad parece ser
subcritica y la longitud salta a un valor finito. Sin embargo, ésta ultima inestabilidad

no presenta una ciclo de histeresis en la variable 9,),.
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Figura 2.11: (arriba) Cambio de curvatura de la membrana en funcién de la deflexién de

la membrana. (abajo) Se presenta la misma situacién en funcién de la fuerza aplicada.
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Figura 2.12: Las membranas con radios de curvatura menores que el diametro de la

cavidad generaron un patrén de pliegues radiales a la microaguja. Las flechas senialan

el salto de la longitud del pliegue.
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Figura 2.13: Valores criticos de la formacién de pliegues en funcién del radio de curvatura

inicial. La longitud de los pliegues satura a un valor cercano a L., = 230um.

2.4. Generacion de pliegues por la accién de fuerzas

celulares

En biomecanica celular, los patrones de pliegues generados por una célula en
su movimiento han probado ser una herramienta 1til en la caracterizacién y test de
sistemas vivos. En trabajos previos se ha correlacionado la longitud de los pliegues
en funcién de la fuerza de traccién aplicada por la célula[1][2]. Por nuestra parte, en
investigaciones recientes[8] hemos presentado resultados experimentales y teéricos de
las caracteristicas de la formacién de pliegues formados en una membrana inicialmente
plana enmarcada en un anillo circular con condiciones de borde fijas y tension no nula
en el borde. Una traccion radial en el centro de la membrana fue aplicada en un intento
por hacer una mimica de las fuerza generadas por una célula, ver figura 2.14.

Asi, nuestros resultado muestran que tanto la amplitud como la longitud de los

pliegues son el resultados de una inestabilidad supercritica. Sobre el valor umbral de
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Figura 2.14: Pliegues por efecto de fuerzas aplicadas por un keratocito adherido a una

membrana de silicona, Burton et al. Ref [2].

la inestabilidad, el nimero de pliegues generados es independiente de la fuerza central
aplicada, varia lentamente con la tensién de la membrana y aumenta linealmente con
el tamano del objeto. En resumen, nuestros resultados cuestionan la sensibilidad de
las mediciones de fuerza celular basados en mediciones directas de la longitud de los
pliegues por lo que proponemos que una medicién mas sensible de las fuerzas puede ser
obtenida directamente de la amplitud de los pliegues. En consecuencia, en las secciones
que siguen presentamos en cierto detalle nuestro método para reconstruir enteramente
el campo de arrugas producidas por la célula. Aunque la discusién de cémo remontar
al campo de deformacién a partir de estas mediciones esta mas alld del alcance de esta
tesis, daremos algunas indicaciones al respecto. La mayor parte de los argumentos se

encuentran en la Ref. [8].

2.4.1. Montaje experimental

Para fijar ideas de lo que se desea lograr ilustramos en la figura 2.14 una confi-
guracién tipica en donde una célula actia sobre el sustrato elastico. Aqui, los pliegues
tienen dimensiones comparables a aquellas de la célula y son visualizados por medio de

constraste de interferencial diferencial (DIC). Aunque estos pliegues son evidentes en
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la figura, ninguna informacién cuantitativa sobre su amplitud puede ser obtenida con
este método de observacion.

Para avanzar en la descripciéon de nuestro método comenzamos por recordar
algunas consideraciones sobre la preparacion de nuestras membranas. Un volumen de
50uL de fluido (Dow Corning 710), de viscosidad cinemédtica v = 500cm?/s y densidad
p = 0,99g/cm?, es depositada sobre un soporte de silicio (Si: B[111],P/E). Una pelicula
de fluido es obtenida por rotacién de la muestra a una velocidad de 4500rpm después de
20 segundos se obtiene un film de aproximadamente 20um de espesor. Las membranas
son el resultado de la vulcanizacion de aceite de silicona descrito anteriormente y se
obtienen exponiendo el film de silicona a un mechero Bunsen modificado que genera una
flama homogénea (figura 2.15). La temperatura de la flama es de 1300°C' y el tiempo
exposicion del film a la flama del mechero es controlado por un motor de paso. Para un

tiempo de exposicion de 0,1s se obtiene una membrana homogénea de 20nm de espesor.
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Figura 2.15: Fabricaciéon de membranas elasticas por el método de spin coating y vul-

canizacion.

2.4.2. Medicion del campo de pliegues

A fin de medir la amplitud de los pliegues hemos construido un interferéme-
tro que en conjunto con un microscopio de refleccion modificado nos permite lograr la
magnificacién y sensibilidad adecuada. Nuestro sistema estd compuesto por dos obje-
tivos, Carl Zeiss CP Acromat 10 x /0,25 y un cubo dicroico de 25mm de arista que
provee la division, en igual intensidad, de los rayos provenientes de una lampara de

sodio cuya longitud de onda es A = 635nm. Este interferémetro llamado genéricamente
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“interferometro Linnux”, configurado en el modo de contacto éptico, para muestras per-
fectamente planas, genera un patréon de interferencia de lineas paralelas. La separacién
entre las lineas de interferencia es controlada por el angulo « del espejo de referencia
(figura 2.16). La diferencia de camino 6ptico entre dos lineas de interferencia contiguas
es de d = A\/2n, donde n = 1,61 es el indice de refraccién del aceite de silicona. Sin
embargo, en presencia de pliegues o membranas estas lineas sufren una distorsion la-
teral cuya amplitud es directamente proporcional a diferencia de camino 6ptico entre
la situacion de referencia, sustrato plano, y la deflexién vertical de la membrana. La
amplitud de los pliegues se reconstruye a partir de imagenes numéricas siguiendo la
deflexion de las lineas de igual espesor. El algoritmo desarrollado para el analisis de
imédgenes detecta las lineas de maxima y minima amplitud, y un proceso de interpo-
lacién entre éstas permite mejorar la resolucion espacial. Con este procedimiento, se
obtienen resoluciones verticales del orden de 25nm con una resolucién espacial inferior
a lpum. Las imagenes fueron adquiridas utilizando una cdmara Nikon DXM 1200, de 12

Megapixeles de resolucién.

High Resoution
Camera

Objetive 1
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Mirror 1

Na Light
Objetive 2 Source
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Mirror 2

Figura 2.16: Esquema del microscopio interferometrico Linnux.

El tipo de células utilizadas, fibroblastos de pulmoén fetal humano, fueron obte-
nidas del Instituto de Salud Publica (ISP). Del cultivo similar al descrito en el apéndice
B.2 se obtuvieron las células con la propiedades de adhesién necesarias para nuestros
experimentos. Los fibroblastos fueron depositados en el sustrato eldstico de silicona

como se observa en la figura 2.17. La altura interna de la celda es de 0,5mm, provista
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por una separador fabricado en PDMS. La celda se llena con medio de cultivo regular
para este tipo especifico de célula y se sella con un cubre objeto de 125um. Una celda
idéntica, desprovista del film y membrana de silicona, se inserta en el brazo de referencia
del interferometro, disminuyendo de esta forma la diferencia de camino 6ptico entre los

brazos del interferémetro y aumentando asi el contraste.

- . Fibroblast
Silicone oil \
- |
PDMS
Silicone °ring -
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Figura 2.17: El soporte utilizado en la celda es una superficie especular de silicio que

cumple el rol de espejo en el esquema del microscopio interferométrico.

En la figura 2.18 se representa la imagen directa de una célula y sus pliegues
obtenida por medio del interferémetro. Las deflexiones de las lineas paralelas introdu-
cidas por los pliegues son claramente visibles con la resoluciéon alcanzada. En la misma
figura se representa un mapa cuantitativo de la amplitud de los pliegues obtenido por
el protocolo descrito mas arriba. Asimismo, para ilustrar la resolucién del método se
presentan cortes a lo largo de varios pliegues de donde se distingue el decaimiento de su
amplitud con la distancia a la célula. Notemos que la variacién de la amplitud del plie-
gue con la distancia, obtenido aqui, se compara cualitativamente con aquellos obtenidos
en la Ref. [8], (ver figura 2.19¢, Ref. [8]).
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Figura 2.18: (lzquierda) Imagen de una célula y sus pliegues obtenida por el inter-
ferémetro Linnix, en el que se puede observar el contorno delimitando el cuerpo de la
célula. (Derecha) Mapa cuantitativo de la amplitud de los pliegues obtenido por medio
del anélisis de las imagenes de interferometria, segun se describe en el texto. (Abajo)
Corte a lo largo de los pliegues enumerados de 1 al 8 ilustrando el decaimiento de su

amplitud con la distancia a la célula.

Por otro lado, aunque la adquisicién de imagenes a la resolucion espacial alcanza-
da es relativamente lenta, dadas las escalas de tiempo involucradas en el desplazamiento
de la célula, el método proporciona la resolucién temporal suficiente para un estudio
dindmico. Una de las limitantes del método es que no permite obtener informacién del
cuerpo mismo de la célula. Sin embargo, para aplicaciones donde la célula se encuentra
adherida a un sustrato plano indeformable, las deflexiones de las lineas de igual espesor

son unicamente debidas a los cambios de forma de la célula. De la figura 2.20 que ilustra
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Figura 2.19: (a) Contraccién de un fibroblasto adherido a una membrana de silicona
y los pliegues generados con simetria cuasi radial. En (b) los pliegues generados por
una contracciéon radial en el centro de una membrana con una tension inicial no nula.
(c) Muestra el perfil experimental y teorico de los pliegues. Por tltimo en (d) hemos
graficado la amplitud maxima de los pliegues y su correspondiente longitud en funcién

del desplazamiento impuesto ¢; y variando la tensién inicial 3 (referencia [8]).

el perfil de una célula reconstruido por este método, se deduce que nuestro dispositivo
de mediciéon puede ser valioso en variadas aplicaciones donde se busque identificar los

cambios de forma o estrategias utilizadas por una célula durante su desplazamiento.

2.4.3. Condiciones de borde experimentales

Antes de concluir, comentaremos brevemente sobre las condiciones de borde
predominantes en los sustratos elasticos. Como ya se ha dicho, experimentalmente, la
membrana de silicona es vulcanizado en la superficie libre del fluido depositado sobre

el soporte de silicio. Durante el proceso el fluido alcanza temperaturas cercanas de
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Figura 2.20: Perfil de un fibroblasto de pulmén humano obtenido por interferometria,
panel superior. Panel inferior, reconstruccién del cuerpo de la célula a partir del andlisis

de imagenes descrito en el texto.

1300°C, por aproximadamente un 0,1 segundos. En este proceso, todo el fluido sufrié una
dilatacién térmica dada por su correspondiente coeficiente de expansion. Bajo estas
condiciones, el proceso de vulcanizacion dié paso a la creaciéon de una membrana, la
que al momento de enfriarse debe sufrir una contraccién térmica. Experimentalmente
hemos concluido, por medio de los resultados de caracterizacion del modulo elastico de
las membranas, que la razon de cambio entre el volumen y la superficie elastica es menor
que uno, es decir, el coeficiente de contraccién es mayor para la membrana elastica, lo
cual implica que la membrana se encuentra bajo tension o,.

Utilizando el microscopio interferométrico se obtuvo el perfil de altura de la
pelicula de silicona antes y después del proceso de vulcanizacién y se realizo una ca-
racterizacién del angulo de contacto, € en ambas condiciones, figura 2.21. Para ambos
casos el perfil puede ser ajustado a un circulo, lo que indica que la gravedad no juega
ningin rol, en otras palabras nos encontramos en el régimen capilar donde domina, ya
sea la tensién de superficie o tensién de superficie més la tensién de la membrana. Sin
embargo, dada la precisién del método se observan pequenos cambios en los angulos de

contacto, que ocurren en el lapso de tiempo que toma la medicién de éste sin membra-
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Figura 2.21: El angulo de contacto se obtuvo reconstruyendo el perfil del film antes y
después de la vulcanizacion. El cuadro central muestra la altura maxima del film de
silicona y el cuadro contiguo el angulo de contacto 6,. Se observa que la amplitud del

film disminuye ligeramente y 6, aumenta levemente en presencia de la membrana.

na y con membrana y que son debidos a que el fluido utilizado moja perfectamente la
superficie de silicio. En conclusién, bajo estas condiciones, la membrana estd sometida
a una tension homogénea efectiva producto de la tension de superficie mas la contribu-
cién debida a la contraccion térmica durante su preparacion. Demas esta decir que el
simple andlisis del perfil del sustrato en estas condiciones no permite obtener ninguna
informacion sobre la tensién de la membrana. Por consiguiente, la tension efectiva de
la membrana debe ser obtenida por alguno de los métodos descritos en las secciones

precedentes.
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2.5. Conclusiones

En conclusion, en esta secciéon hemos desarrollado un método de medicién de am-
plitud de pliegues lo que proporciona un protocolo mas preciso para la determinacién
de fuerzas celulares en variadas configuraciones experimentales. Nuestra aseveracién
estd basada en la figura 8 del estudio teorico experimental sobre la formacién de mem-
branas [8]. Como se aprecia en aquella figura, la longitud del pliegue posee un salto al
umbral de la inestabilidad y varia lentamente con la tensién de la membrana. En con-
traste, la amplitud del pliegue es una funcién suave al umbral de inestabilidad, variando
apreciablemente con la tensién de la membrana. Desde el punto de vista experimental,
como ya lo hemos dicho, deducir la tensién a partir del conocimiento de la longitud
del pliegue es un método de una sensibilad cuestionable, por lo tanto, los resultados

obtenidos en la literatura con este método deben ser considerados solo indicativos.



Capitulo 3
Propiedades Mecanicas de Axones

En este capitulo abordaremos el estudio de las propiedades biomecanicas de axo-
nes. Este sistema, aunque complejo desde el punto de vista bioldgico, presenta ciertas
ventajas que hacen posible su estudio desde la perspectiva de la Fisica. En efecto, los
axones o neuritas son prolongaciones de células especializadas como por ejemplo neuro-
nas. Estas extensiones tienen como propdsito enviar seniales entre el conjunto de miles
de millones de otras neuronas distribuidas en el sistema nervioso. Los axones también
son utilizados por la célula como conducto para el transporte de vesiculas, filamentos
y proteinas, con el objetivo final de regular el buen desempeno a nivel bioldgico de la
célula.

La caracteristica méas sobresaliente de los axones, desde el punto de vista de la
fisica, son sus dimensiones, con un radio promedio de 0,5um y una longitud que va desde
unas cuantas decenas de micrones hasta la increible longitud de 1m. Desde un punto de
vista puramente mecanico, los axones poseen caracteristicas similares a una cuerda, es
decir, pueden soportar un esfuerzo mécanico respondiendo con una deformacion elastica.
Sin embargo, un axén es un objeto mucho mas complejo que una cuerda. Su estructura se
encuentra constituida por membranas lipidas de doble capa en la superficie, filamentos
de actina, microtubulos y motores moleculares en el interior (figura 3.1). Los filamentos
de actina y microtubulos, estan formados a su vez por mondémeros de actina y a (-
tubulin respectivamente. En ambos casos, la periodicidad del filamento esta acompanada
por un potencial asimétrico peridédico de carga eléctrica. La interaccion de los filamentos
con los motores moleculares cambia cuando una molécula de AdenosineTriphosphate

(ATP) es hidrolizada por el motor molecular. Es por medio de este proceso que el

43
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motor molecular se desplaza sobre el filamento (ver figura 3.2).
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Figura 3.1: (a) Esquema general de las caracteristicas principales de un axén, (b) estruc-
turas principales que conforman el axén, (c) las interacciones entre los distintos tipos

de filamentos se encuentran mediados por proteinas llamadas motores moleculares.

Naturalmente, parte importante de las propiedades elasticas o mecdanicas de
los axones provienen de las interacciones que ocurren entre los distintos filamentos en
combinacion con los motores moleculares. Un modelamiento fisico de estos motores, en
base a su ciclo de hidrolizacién de ATP se puede encontrar en la Ref .[10] Basicamente,

esta reaccion permite a los motores moleculares cambiar su configuracion estructural y
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proporciona la energia de interaccién con el filamento al cual se encuentran anclados.
Una vez ocurrido el cambio configuracional, es energéticamente mas favorable para un
motor molecular desplazarse hasta el proximo monémero. Experimentos in vitro han
mostrado que, para concentraciones constantes de ATP, los motores moleculares se

mueven con velocidad constante a lo largo del filamento como si se tratara de un riel.

U(x) motion U,

U,

X

Figura 3.2: Movimiento de una particula por un cambio en el potencial.

No es nuestro objetivo aqui dar una descripcién detallada de los motores mo-
leculares involucrados en los procesos biolégicos que ocurren dentro del axén por lo
que nos limitamos a esquematizarlos en la figura 3.3. Como veremos méas adelante, la

complejidad de los fendmenos mecanicos observados en axones requiere de dramaticas

simplificaciones.
Kind Velocity Operation
(nm/s) mode
. I1 8000 (FSM) le4-1e9 (LA)
Myosin I1I 250 (SMC) le4-1e9 (LA)
v 350 (VT) <10 (AsN)
Dynein Cytoplasmic -1250 (RAT) <10 (AsN)
. . Conventional 840 (ArAT) <10 (AsN)
Kinesin Flal0/KinII 400 (AT) 10-1000 (SA)
FSM : Fast Skeletal Muscle RAT : Retrograde Axonal Transport
SMC : Smooth Muscle Contraction ArAT: Anteretrograde Axonal Transport
VT : Vesicle Transport AT : Axonal Transport
LA : Large Array
SA : Small Array

AsN : Alone or Small Numbers
Figura 3.3: Motores moleculares involucrados en el transpote axonal, transporte de

vesiculas al interior del axén, y de la contraccién/dilatacién del citoesqueleto celular.
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3.1. Respuesta mecanica de un axén

En esta seccién discutiremos algunas consideraciones béasicas para el modela-
miento de la respuesta mecanica de axones y describiremos en detalle los métodos
experimentales usados para caracterizar las propiedades viscoelasticas de éstos.

Una primera mirada del comportamiento mecanico de un axén se realiza me-
diante su idealizacién a una cuerda homogénea con sus extremos fijos y sometida a una
fuerza externa F'. Para el caso de materiales homogéneos y considerando deformaciones
pequenas, la respuesta mecédnica se refleja en la curva de elongacion como funcién de
la fuerza a la que se somete el material. Para el caso puramente elastico, la fuerza ex-
terna es proporcional a la elongacién del objeto y la constante de proporcionalidad es
su constante de restitucion elastica (Ley de Hook). Para una cuerda de extremos fijos
con un largo inicial L,, al aplicar una fuerza F' perpendicular a su punto medio, éste se
desplazada una distancia Y,. La elongacion estd dada por AL = L, — L,, donde L, es

la longitud de la cuerda deformada.

idealized
axon

2 t e /4 T

splacement axon axon

VF

needle
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needle

Figura 3.4: Esquema de la medicion de la respuesta elastica de un axén utilizando

microagujas.

En nuestro caso, la medicién de la fuerza externa se realiza por medio de la
deflexion de la punta de la microaguja, denotada por [,, multiplicada por su constante
de restitucién de pandeo k,. En condiciones simétricas, el equilibrio de fuerzas, como

se muestra en la figura 3.4, esta dado por,
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0= —T,p0ncos0 +T,.on cosb (3.1)
knlo = Tozon SINO + Typon Sin b, (3.2)

donde
Fneedle = knlo = 2Taxon sin 6. (33)

Continuando con nuestra modelizacién, si la respuesta del axén puede ser idealizada
por medio de la ley de Hook, con una constante de restitucion k, la tensién T,,,, debe
ser igual a kd,, donde d, es la deformacion elastica. Sin embargo, el estado inicial
de equilibrio es desconocido, dado que la longitud inicial L, no es necesariamente la
longitud a la que el axén se encuentra a tensién nula. Notemos que, ain en ausencia
de fuerza lateral aplicada, por la acciéon de los motores moleculares, el axén podria
presentar una tensién 7, que debe ser incluida en la expresion de la tensién del axon.

Entonces,

Frcedgie = 2(kd, + T,) sin 6. (3.4)

De la figura 3.4, se observa que sinf = 2Y, /L, < 1, con lo que podemos apro-

ximar sin @ por #, y escribir la tensién como funcién del angulo 6

Lx Lo o .

7:76089 %:781D9
Lo—L, L,

(SH = T = 7(1 —COSQ)

Utilizando la relacién entre L, y L, v expandiendo las funciones sinusoidales a segundo

orden, obtenemos finalmente el equilibrio entre la fuerza externa y la tension del axén.

sind ~ 0 + O(6°)
2

cosf ~1— % + O(6?)

L, 0%\ 62
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L, [0* o
Fneedle =2 </€7 |:3 + Z:| + To) 0

L,
Fneedle = H793 —+ 2T09 (35)

En estricto rigor, el coeficiente que acompana a 63 es igual a (kL,/2 — T,/3), que
proviene de conservar el término 62 en la expansién de la funcién sinf. Sin embargo,
como veremos en la seccién 3.4, la contribucion de este ultimo término es despreciable
frente a la respuesta eléstica.

Desde el punto de vista estructural, el origen del comportamiento elastico de una
célula proviene de la red de actina que la rodea. En efecto, estos filamentos interactian
directamente mediante los motores moleculares de miosina; la adhesion de la miosina
a las fibras de actina tiene como resultado la creacién de un soporte elastico para el
axén[11][12].

Hasta aqui podriamos contentarnos con modelar un axén con un resorte elastico
y una tensién residual. Sin embargo, en experimentos pioneros de Lamoureux[14] y
Dennerll[15], se muestra que para tiempos largos, la respuesta mecanica de los axones
exhibe un comportamiento viscoelastico, presentando deformaciones plasticas ante una
fuerza externa. El modelo mecanico més sencillo que reproduce este comportamiento,
también propuesto por Lamoureux[14] y Dennerll[15], esté constituido por un resorte de
constante elastica k, en serie con un segundo resorte de constante k, y una disipacién
de constante v que representa las pérdidas por friccién al interior del axén (figura
3.5a). Estas constantes representan las interacciones entre los distintos componentes al
interior del axén. Bajo este modelo, frente a una fuerza externa, un axén alcanzara una
situacién de equilibrio mecéanico a un tiempo caracterizado por el cuociente v/k, lo que
efectivamente se observa experimentalmente. Sin embargo, en muchos casos también se
detectan contracciones de los axones, es decir, un comportamiento activo, debido a los
motores moleculares, que este modelo no incluye en absoluto.

Dada la limitaciéon del modelo propuesto en la década de los 80, proponemos
agregar un tercer elemento en paralelo a k y . Este nuevo elemento, que denotare-
mos con M (figura 3.5b), da cuenta de la accién conjunta promedio de los motores
involucrados en los distintos procesos biologicos al interior del axoén.

En este punto, deberiamos proponer un modelo para el elemento M, que de-

berad basarse en la existencia de una viscosidad entre dos filamentos unidos por un
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a) b)
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Figura 3.5: (a) Modelo mecanico propuesto por Dennerll[15] compuesto sélo por com-

) A

ponentes pasivos. En (b) hemos incluido la accién de los motores moleculares ya que

éstos pueden aumentar o disminuir la tensién mecanica del axén.

motor molecular [18]. Por ahora, sin embargo, nos limitaremos a dar una descripcién
operacional de M y relegaremos la discusiéon a la seccién final.

Representaremos, entonces, por una gaussiana la respuesta mecénica T),op0rs, &
una velocidad de deformacion 4y, del conjunto de motores involucrados en los procesos
de transporte al interior del axén, con un ancho tipico v correspondiente a la velocidad
promedio debida a la hidrolizacion. La altura T, corresponderd a la fuerza maxima que
puede ejercer el conjunto de motores a velocidad nula, tal como se observa en la figura
3.6.

molors

A
A

I*(S-;k

Figura 3.6: Modelo de la respuesta conjunta de los motores moleculares en un axén que

depende de la velocidad de elongacién dy.
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Con los ingredientes que acabamos de describir, la etapa siguiente que nos pro-
ponemos desarrollar es el balance detallado de las fuerzas que actiian en el axén. El
equilibrio mécanico se encuentra establecido por tres ecuaciones que vinculan la fuerza
externa con la respuesta mecénica, la tension interna del axén, y la elongacion total

(figura 3.7), segun,

needie

Figura 3.7: Esquema de la medicién de la respuesta mecanica a tiempos largos y defi-
nicion de las variables del sistema tomando como referencia un axén ya alargado y de

longitud L,.

2(kox + T,) sin @ = k,(l, — dl) (3.6)
k61, + 05 + Twe /" = k6, + T), (3.7)
2(d, + 0r) = AL+ 267. (3.8)

La ecuacién 3.6, da cuenta del equilibrio mecanico entre la fuerza externa aplicada por
la microaguja k,(l,—0dl) y la tensién de respuesta del resorte xd,, mas la tension inicial T,

(considerando el equilibrio proyectado en el dangulo ). Esta tensién es equilibrada a su
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vez por el sistema k-M-v en la ecuacién 3.7, con d; como su elongacién. Finalmente, la
ecuacion 3.8 es una igualdad entre la elongacion total del axdn, referida a la elongacién
elastica inicial L,, igual a dos veces la suma de las elongaciones d,, y d,. Note que en la
figura 3.7 hemos considerado la deformacion del axén a partir de un estado de referencia
en el que su largo es L, en lugar de L,, y actia una fuerza compatible con este estado.
El interés de esta eleccion sera explicitado en la seccion experimental.

Las condiciones iniciales del sistema se obtienen automaticamente evaluando las
ecuaciones 3.6, 3.7 y 3.8 en t = 0 y considerando que inicialmente la deflexién de la
microaguja es [, = 6l = 0 y dada la respuesta del término disipativo v, la elongacién
dx(t = 0) = 0. Por lo tanto,

knlo T,

2ksinf, &

o
K

De la figura 3.7, realizando la aproximacién §l/L, < 1, encontramos,

Lo = /L2 +4Y2 L= +/L2+4(Y, + 61)?

AL = /L2 +4Y2 +8Y,6l + 461 — L,

8Y,dl + 4412
1+ L—g -1

Y01 + 2812

AL =L,
Lo

por lo que a primer orden, AL se escribe,

2%) 0l = 2sin6,01. (3.9)

o

AL=2 (
Reescribiendo sin f en términos de las elongaciones,

Y, +6l Y, + 6l
L/2 "L, +2sin6,0l
Y, + 6l 1

sinf =

Y, ol 512
sinf = 2L_o + 2 cos? HOL—O — 4sin HOL_E

Ys
sinf ~ sin ,. (3.10)
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Con estas simplificaciones las ecuaciones 3.6, 3.7 y 3.8 dependen del dangulo 6, sélo como
pardmetro experimental ya que en los experimentos el término §l/L, es mucho menor

que el término Y, /L, que da cuenta de la elongacién eldstica inicial,

2(ké, + Tp) sinb, = k,(l, — dl) (3.11)
kS + V05, + Toe /" = k6, + T, (3.12)
5 + O = sin 0,00 + 6° (3.13)

Experimentalmente tenemos acceso al valor 0, por lo que, escribiremos las elon-
gaciones 0, y dr como funciones de d/ utilizando las ecuaciones 3.11 y 3.13. Designando

« = sin#,, obtenemos,

_ g ey L

20K K

O (3.14)

O = (a - Fon ) 4l (3.15)

20Kk

20K

: E, o\
Finalmente, reemplazando las expresiones para 0, 0, y 55, en la ecuacion 3.12 y nom-

brando = (a + k,/2ak) encontramos,

knl,
2

1
20k (3.17)

. ) k
Bydl + Tpe P00 4k (5 + = ) 5l =
Esta es por ultimo la ecuacion que da cuenta del equilibrio mecanico entre la tensién
del axén y la fuerza externa aplicada por la microaguja. Este sistema cuenta con un

término de restitucion, una disipacion y la respuesta de los motores moleculares.
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3.2. Montaje experimental

La dificultad técnica de estos experimentos radica en el posicionamiento de la
microaguja (figura 3.8a), de tal forma de enganchar el ax6n que se encuentra a menos de
1um sobre la superficie del sustrato de coldgeno. Por este motivo, hemos modificado la
punta de la microaguja para hacerla parecer una “L” (figura 3.8b) y acceder a cualquier
axon sin perturbar a las células cercanas. Por su parte, la posicién de la microaguja se
regula inicialmente con el uso de un micromanipulador de tres ejes (figura 3.9). Una
vez seleccionado el axén la aguja permanece inmoévil para permitir su facil observacion
bajo el microscopio. El microscopio utilizado fue un Nikon Eclipse TE300, y un objetivo
Plan Fluor ELWD 40 x /0.6, utilizando la técnica de microscopia de contraste de fase.
La adquisicién de imagenes se realizé mediante un CCD monocromatico, una tarjeta
de adquisicién IMAQ PCI-1411 y el software LabView 7.0. La deflexion de la aguja se
obtiene por medio de un analisis de imagenes.

Para imponer una fuerza sobre el axon, el cubre objeto que contiene las células
puede ser desplazado por medio de un micromotor (ThorLabs 725X —D /M), controlado
por un computador, que permite la implementacién de movimientos simples o complejos
segun los requerimientos experimentales. La temperatura del medio celular es fijada a
37°C por un controlador PID (Warner Instrument CL-100 Controller, SC-20 In-Line
Heater/Cooler).

a) / b)

\\\ needle
cluster shap
of cel

axon
micro
needle

Figura 3.8: (a) Esquema general del experimento en donde se muestra la disposicién

tipica de las células. (b) Forma de la aguja que nos permite explorar axones individuales.
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temperature
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Figura 3.9: La microaguja se encuentra fija y es posicionada por un micromanipulador,
la muestra en tanto es desplazada con la ayuda de un motor microcontrolado por un

computador.

3.3. Mediciones de Fuerza y Elongacion

3.3.1. Medicion de la fuerza aplicada

Las microagujas fueron construidas utilizando un Flaming/Brown Micropipette
Puller P-87, y capilares de vidrio (Borosilicate Glass Capillaries GC100-10). La calibra-
cion de éstas se realizé mediante dos métodos, el primero de ellos consiste en un analisis
de la funcién de respuesta en frecuencia de las microagujas sometidas a vibracion, como
se describe en detalle en el apéndice A.1.1. Una forma alternativa de calibracién, es
mediante el uso de una “punta”(cantilever tip) de un microscopio de fuerza atémica
(AFM). Estos tips se encuentran calibrados, por lo que se conoce su constante de res-
titucion de flexion. Como se muestra en la figura 3.10, la deflexién d;, nos permite
conocer la fuerza que ejercemos, k04, en la punta de nuestra microaguja, k,0,. La
pendiente entre la fuerza aplicada y el desplazamiento de la punta de la microaguja de-
termina la constante de restitucion k, del orden de 10~ N/m equivalente a 10udyn/pm.
EtipOtip = KnOn.
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|

Figura 3.10: Esquema de la calibracién de las microagujas cuya observaciéon se reali-
za también bajo el microscopio. El dispositivo de AFM utilizado es un cantilever de

contacto con constante de restituciéon de 0,06 N/m.

3.3.2. Mediciéon de la elongacion

En la figura 3.12 se observa un experimento tipico en el que un axon es sometido
a una fuerza lateral. Para completar los detalles experimentales es necesario describir
nuestro método para la medicién de la elongacion sufrida por el axén. Aqui, la medicién
de la deformacién del axon se realizo utilizando las pendientes que se forman entre los
puntos fijos de la célula y la posicion de la microaguja como se puede observar en
la figura 3.11. Estos trazos pueden ser naturalmente descritos por tres rectas cuyas
intersecciones representan los puntos de adhesién y la aguja.

¥

(xss)
; M
| Xy ¥s) i

N
L Xy vy)

Figura 3.11: Esquema de la deformaciéon de una cuerda

Entonces, los trazos |L|, |M| y |N| estan contenidos en las rectas,
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L(z)=lz+a (3.18)
M(z) =mxz+0b (3.19)
N(z) =nx +c, (3.20)

donde los puntos de interseccion estan dados por,

a—-c b—c a—>

- — = 21

7 n—1 2 n—m 3 m—1 (3:21)
cl —an cm — bn bl — am

Y1 = Y= ——"—"" Y3 = (3-22)
l—n m-—n l—m

Con ésto, las longitudes de los trazos |L|, |[M| y |N| vienen naturalmente dadas por,
a—b a—c\® bl —am ol —an\>
Ll = — — 2
IZ] (m—l n—l) +(l—m l—n) (3:23)
a—> b—c\? bl —am cm—bn\>
M| = — + — (3.24)
m—-—1 n—m l—m m-—n
a—c b—c\? cl—an cm—bn\>
|IN| = - + + , (3.25)
n—1{ n—m n—I m-—n

obteniéndose de esta manera la elongacién de la cuerda, AL, segun,

AL = |L| + |N| — | M| (3.26)

Experimentalmente, en la mayoria de los casos y tal como se muestra en la figura 3.12,
los puntos de adhesién del axén permanecen fijos en el transcurso del test mecanico,
asegurando la validez de este método de mediciéon de la deformacién. Cuando esta

condicién no se satisface, los experimentos son desechados.
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3.4. Resultados: Respuesta elastica

Para todos los experimentos se utilizaron neuritas de células PC-12, siguiendo el
protocolo de cultivo celular descrito en el apéndice B. Se eligieron estas células puesto
que éstas constituyen una especie de paradigma de la neurociencia, existiendo variados
estudios sobre sus propiedades transmisoras. Esta eleccién también nos permite con-
trastar nuestros resultados con aquellos obtenidos por Lamoureux[14] y Dennerll[15].

Como ya se ha dicho, la respuesta mecanica de un axén puede ser bastante
compleja y nuestro objetivo es obtener el maximo de informacién experimental para
caracterizarla. En consecuencia, debemos encontrar una manera de separar las contri-
buciones de los mecanismos que regulan la respuesta del axén. En efecto, una forma
de explorar casi unicamente la respuesta eldstica, y excluir la respuesta viscoelasti-
ca, es producir una deformacion rapida del axén. Esto se realiza experimentalmente
imponiendo una velocidad constante al motor por un corto periodo. En experimentos
preliminares, observamos que el tiempo caracteristico de relajacion viscoelastica es del
orden de 10 segundos. Tomando este tiempo como antecedente, decidimos que cualquier
medicion de la respuesta elastica debe realizarse a lo menos en un décimo del tiempo de
relajacion. Asi, el equilibrio entre la fuerza externa y la tension mecanica de la neurita
corresponde efectivamente a la elongaciéon de un resorte. Sin embargo, el axén podria
estar sometido a una tension inicial 7, distinta de cero, como producto de la accién de
los motores moleculares.

Los parametros xL, /2 y 2T, fueron obtenidos mediante un ajuste de los datos
experimentales, utilizando el modelo de respuesta elastica, de la ecuacién 3.5, como
se muestra en la figura 3.13. El modelo simplificado captura razonablemente bien la
dependencia de la fuerza observada experimentalmente.

Para un axén de secciéon homogénea sometido a una fuerza externa F', pode-
mos relacionar la constante de restitucién s con su drea transversal A, su largo L, su
elongacién Ax y un médulo de Young FE, segun,

F Ax

A

Se observa de la figura 3.14 que la constante de restitucién de los axones posee va-
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Figura 3.13: Angulo de equilibrio y Fuerza experimentada por varios axones. Los valo-
res de los pardmetros obtenidos mediante un ajuste del modelo minimizando el error
cuadrético son k(1) = 17 £ 2udyn/um, T,(1) = 110 £ 10udyn, x(2) = 37 £ 9udyn/um,
T,(2) = 69 £ 16udyn, (3) = 32 £ 8udyn/um, T,(3) = 84 £ 12udyn respectivamente.

riaciones apreciables, que consideramos relativamente normales al tratarse cada punto
de un axon distinto. Sin embargo, el conjunto de datos presenta una tendencia lineal
que permite determinar un valor de un mdédulo elastico efectivo E que representa el
promedio de los axones testeados.

Este modulo elastico no es precisamente el médulo de Young asociado a un axoén
debido a la anisotropia presente en la estructura interna del axén, la que cuenta con una
clara orientacién de los microtubulos a lo largo del axén y una red cuasi orientada en
la direccion de crecimiento del axén. Entonces, este modulo de Young se debe entender
como un médulo asociado al conjunto de los componentes internos de un axén, es decir,
la membrana celular, la red de actina los microtiibulos y los motores moleculares. Cabe
mencionar que el valor de £ ~ 12k Pa obtenido es comparable a médulos de Young de
geles y células vivas, tales como fibroblastos. Sélo para fijar ideas recordemos que para
el acero F ~ 200G Pa. El coeficiente elastico asociado a la contraccion transversal del

axon, el coeficiente de Poisson, no pudo ser determinado dada nuestra limitacion en la
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Figura 3.14: Constante elastica x de los axones de células PC-12, para cultivos celulares
con suero (o), y sin suero (x). El médulo de Young se debe entender como un médulo
asociado al conjunto de los componentes internos de un axén (membrana celular, red

de actina, microtibulos y motores moleculares).

resolucion 6ptica requerida para tal medicién.

Para el caso en que los axones han sido mantenidos sin suero por un periodo de
tres horas antes del test mecénico, no hay variaciones notorias del modulo de Young.
Sin embargo, el segundo parametro de ajuste que da cuenta de la tensién inicial, con-
trariamente a lo que ingenuamente se podria esperar, no tiene una relacion clara con
las propiedades geométricas del axén (figura 3.15). Es preciso destacar, que esta tensién
T, es siempre significativa en el caso de los cultivos con concentracién normal de suero
(ver apéndice B). Los cultivos a los cuales les fue reemplazado el medio normal por un
medio de cultivo sin suero, tres horas antes del experimento, mostraron que la tension
inicial es despreciable frente a la tension proveniente de la elongacion eléstica.

Notemos finalmente que los valores de las constantes de restitucion, xk ~ 20 —
60udyn/pwm, multiplicado por el largo inical, L, ~ 100 — 200um, es siempre mayor que

el valor de las tensiones iniciales T}, validando la aproximacion de la ecuacién 3.5.
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Figura 3.15: Tensién inicial 7T, obtenida mediante el ajuste del modelo de respuesta

elastica.

Habiendo establecido la componente elastica principal de la respuesta mecanica
de axones, en la siguiente seccién nos dedicaremos a identificar su componente viscosa
y activa. Antes de entrar en detalle, se debe precisar que, dado que hemos descrito
la elongacién total del axén en funcién de la posicion de la microaguja, y escrito la
ecuacién de equilibrio 3.17 en términos de 6/, podemos realizar el analisis de nuestros
datos directamente de la deflexién de la microaguja, lo que en la practica disminuye los
errores experimentales.

El comportamiento mecéanico de las neuritas de células PC-12 muestra dos casos
limites para tiempos relativamente largos. El primero es un tipo de relajacion vis-
coeléstica con un tiempo caracteristico que depende del cuociente y/k y que se explica
relativamente bien con el modelo clédsico de Dennerll[15] y Lamoureux[14] (figura 3.5a).
Sin embargo, en el segundo caso, la relajacién inicial es seguida por una contraccién de
la longitud del axén, con un segundo tiempo caracteristico mucho mas grande que el

correspondiente a la relajacién viscoeldstica.
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3.5. Resultados: Comportamiento viscoelastico o Pa-
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Figura 3.16: Elongacion viscoeldstica de un axén ante una fuerza inicial aplicada por la
microaguja, k,l, = 85udyn. La longitud y tension inicial del axén son determinadas por
el test elastico L, = 82um, T, = 102udyn respectivamente. El tiempo caracteristico de

relajacion en este caso es del orden de 20 segundos con una fuerza final Fy = 55udyn.

Como se observa en la figura 3.16, la elongacién del axén muestra una relajacion
en apariencia viscoelastica. Para observar este régimen de elongacion lenta del axén se
ha producido una deformacion inicial rapida, como se ha descrito en la seccién anterior,
y luego se ha dejado evolucionar libremente el sistema aguja-axén hasta alcanzar su
equilibrio; la figura 3.7 esquematiza la situacion experimental y sus variables.

Hay que notar que una simple relajacion exponencial no cubre todos los casos
experimentales de la figura 3.17, en los que cualitativamente parece haber dos tiempos
caracteristicos. Creemos que el origen de este efecto radica en que para tasas de defor-
macion pequenas del axoén, el comportamiento de su tension en funcién de la tasa de

deformacion puede ser altamente nolineal.
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Figura 3.17: Elongacién viscoeléstica de axones de células PC-12, el tiempo caracteristi-

co es del orden de 10 segundos.

Para obtener el valor de v sacaremos ventaja de que la fuerza aplicada sobre el

axon, inmediatamente despues del test eldstico, es siempre mayor a 7T,. Dicho de otro

modo, inicialmente la relajacién del axén debe estar dominada principalmente por 7.

Esta hipotesis se cumple con una buena aproximacién si para tiempos cortos la velocidad

de deformacién impuesta por la aguja es mucho mayor que el ancho v de la respuesta

de los motores moleculares, como se muestra en la figura 3.18. Asi, podemos reducir la

ecuacion 3.17, que describe la evolucion de la variable dl, despreciando el término de la

funcion gaussiana,

WSHTe—W Jv? +k;(

ky
Byl + k ( ) [ = 5 1,
cuya soluciéon esta dada por,
k l 2aBk+kn
ol(t no <1 — 206y t)
)= 2amk % c

o)1= gl
2a



CAPITULO 3. PROPIEDADES MECANICAS DE AXONES 64

Figura 3.18: Esquema de medicién de v

Para la determinacién del parametro v, se requiere determinar la pendiente ini-
cial de la solucién anterior. Aqui, se opté por hacer una expansién a cuarto orden de
dicha solucién y proceder con un ajuste polinomial del mismo orden a los datos experi-
mentales. Esta expansion nos permite determinar el valor de v tomando sélo los valores
experimentales iniciales de la deflexién de la microaguja, sin ambigiiedad y con un error
del 10 %.

knlo knlo(2a0k + k) 5 knlo(2a8k 4+ kn)? 5 kalo(2a8k + ky)?
~ t— t° + t° — t
200y 8a? (322 483 33~3 384t G4

ko
20361,

v

donde 8l,_, es la derivada de 4l respecto del tiempo evaluada en ¢ = 0. Los resultados de
estos ajustes experimentales se encuentran en la figura 3.19 presentados como funcién de
la seccion del axén correspondiente. Los valores del coeficiente de disipacién obtenidos
aqui son comparativamente inferiores en factor que varia entre 0,1 y 0,5 a los obtenidos
por Dennerll[15] y Lamoureux|[14]. Esto podré parecer una diferencia demasiado grande,
sin embargo, a nuestro juicio una comparacion exacta tampoco es esperable al tratarse
de células de diferentes fuentes.

Desde el punto de vista fisico, es interesante constatar que la tendencia lineal de
con el area del axon puede explicarse con un modelo muy simplificado que presentamos
a continuacion.

Supongamos que el origen de esta disipacién se encuentra relacionada con la

friccion entre los distintos filamentos al interior de un axén y la acciéon de los motores
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moleculares que estdn adheridos a estos filamentos [18]. Considerando ademés a un
motor molecular como un resorte con la habilidad de adherirse periddicamente a un
filamento (figura 3.20). El periodo de adhesion estd dado por 7 y su constante de
restitucién es k.. La elongacién que sufre el motor por el desplazamiento del filamento
a velocidad V' es, V'7,,, donde 7., es la fraccién de tiempo durante el cual el motor ha
permanecido adherido. La fuerza de restitucién es k,,.:V 7on, la que podemos escribir

como YV, por lo que en términos de la disipaciéon por motor en un periodo es Vot =

Pkimot Ton, CON P = T, [ T.
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Figura 3.19: Medicion de la disipacion v en funcién del area transversal del axon.

on off

Figura 3.20: En este esquema la energia elastica almacenada en el resorte que representa
al motor molecular es liberada cuando el motor se desprende de la fibra. Entonces,

podemos considerar este proceso como si se tratara de disipacion.
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Dado que la disipacion asociada a un motor molecular adherido a una fibra
es proporcional a su constante de restitucion k,,,; y considerando el mismo analisis
que nos permitié estimar el modulo de Young de nuestros axones, podemos reescribir
la disipacién como una funcién proporcional al médulo de Young promediado por el
nimero y tipo de motores presentes, asi como el tiempo 7 ahora es el tiempo promedio
que caracteriza un ciclo promedio de hidrolizacién de ATP para todos los motores
moleculares.

JoE
Y= [p T} Agzon (3.28)
lmot motor

Para validar esta tltima expresion, supongamos:

p=1/2 = T, =Ty

Agzon = 1pm?, 4rea transversal de un axon.

E =~ 10kPa = 10°dyn/cm?, médulo de Young efectivo.

7~ 10735, tiempo promedio de hidrolizacién del ATP in vivo.

Lot = 10nm = 10~%cm, tamaiio tipico de un motor molecular.

Con estos valores, obtenemos un valor para v del orden de 50udyn-s/pm, validan-
do la hipétesis de que la viscosidad proviene de la friccion entre los motores moleculares

y las fibras al interior del axén (Ref. [18]).
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3.6. Resultados: Comportamiento Activo
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Figura 3.21: La fuerza final registrada por la microaguja es aproximadamente el doble
de la fuerza inicial impuesta. Se observa también que la pendiente de la elongacién
a tiempos largos es negativa, lo que indica una contracciéon o equivalentemente, una
velocidad de deformacion negativa. La fuerza inicial aplicada es de 50udyn, el largo y

el inicial L, = 104um.

En muchos de los casos investigados la relajacion viscoeldstica del axén estd se-
guida por una contraccion con un segundo tiempo que caracteriza este comportamiento
(figuras 3.21 y 3.22). Esta nueva escala de tiempo, que denominaremos 7,,, esta dada
esencialmente por la pendiente de la respuesta mecédnica con la que hemos modelado a
los motores moleculares T, /v, jugando un rol similar al de .

Dado que la contraccién implica 61 < 0, y en esta region la respuesta del sistema
debe estar gobernada por la respuesta de los motores, y a fin de obtener una estimacién
del tiempo de contraccién, simplificaremos su accién por una funcién triangular de alto

T, y base 2v. Con esta aproximaciéon podemos escribir la equacién 3.17 como,

T, ky,  kalo
—ol+k (ﬁ+ Zak) o= T,
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Figura 3.22: Deflexién de la aguja para los axones que presentaron comportamiento
activo. Al igual que el caso anterior, la elongacion viscoelastica inicial posee un tiempo
caracteristico del orden de 10 segundos. La contracciéon es mucho més lenta, lo que

indica que existe otra escala de tiempo que no puede ser asociada a la friccién interna.

obteniendo asi un tiempo caracteristico de la respuesta segun,

1 T,
. — (3.29)
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A partir de los resultados experimentales de deflexion de la aguja, y con el
modelo que incluye una respuesta en forma de gaussiana para los motores moleculares,
se ajustaron los valores de T,, v y k. En principio el ajuste a tres parametros pareceria
excesivo, sin embargo, examinemos primero los valores obtenidos para 7T, que se ilustran
en la figura 3.23b en funcién de la velocidad v y comparémoslos con la tension inicial 75,,
figura 3.23a. La figura 3.23c nos muestra que, en la mayoria de los casos estas tensiones
a lo més difieren en un 30 %, salvo en dos casos en que la differencia puede ir hasta un

100 %, indicando que ambas tensiones son consistentes entre ellas.
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Notemos que en condiciones de equilibrio, y dado que k es pequeno ambas ten-
siones deben ser muy cercanas. De este modo, aunque 7, haya sido obtenido de un
ajuste a tres parametros, su rango de variaciéon esta muy limitado no puediendo ser
variado arbitrariamente. Nuestro ajuste entonces nos permite estimar v y k con una
aproximaciéon razonable. Un hecho notable de estos datos es que T, y en menor propor-
cion T, estan claramente correlacionadas con v. Esto podria ser una coincidencia para
el caso de T,, pero a nuestro juicio encierra algo profundo que trataremos de dilucidar
en el futuro, sobre todo porque al graficar T, (o T},) en funcién del area del axén no
obtuvimos correlaciéon alguna, ver figura 3.15.

Por su parte, el ancho de la gaussiana v se presenta como funcion del area del
axon en la figura 3.24. Sus valores son del orden de fracciones de um/s y no presenta
correlacién clara con el area del axdn.

La constante de rigidez k, introducida por Dennerll[15] y Lamoureux[14], en pa-
ralelo con la disipacién viscosa 7, no parece tener una relacion con la geometria del
axon, contrariamente a la observado para k que resulté ser lineal con el area del axén.
Por completitud, la figura 3.25 ilustra & como funcion del area aparente del axén, si
bien, los valores obtenidos son compatibles con aquellos determinados en [15] y [14], no
se observa correlacion alguna con el area. Cabe destacar que los valores de k obtenidos
aqui indican que las fuerzas asociadas a esta rigidez son casi siempre despreciables fren-

te a T,, lo que limita la precisién de los ajustes realizados para obtener esta constante.

A modo de resumen, en la figura 3.26 ilustramos la conexién entre el comporta-
miento pasivo y activo y los parametros de los motores moleculares definidos en nuestro
modelo. En la figura 3.26a ilustramos el caso puramente pasivo y estable, en el que
la respuesta de los motores moleculares influencia la respuesta pasiva del axon sélo a
tasas de deformacién comparables con v. Un comportamiento similar se presenta en
la figura 3.26b, s6lo que aqui la respuesta viscosa, representada por v, y el efecto de
los motores moleculares, representado por v, claramente compiten dando origen a una
respuesta global pasiva, es decir, una fuerza viscosa casi insensible a la tasa de deforma-
cion, cuando esta 1iltima es pequena. En este caso, es interesante notar que el aparente
ruido de los datos presentados en la figura correspondiente no necesariamente se debe a
alguna imprecision experimental. Mas bien, éste podria estar relacionado con una alta

sensibilidad del axén a fluctuaciones mecénicas externas (figura 3.27). Esta sensibilidad
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a fluctuaciones por parte del axdén, naturalmente se deberia a que, en este régimen,
cualquier variacion de la tasa de deformacién practicamente no introduce un cambio de
la fuerza viscosa, lo que constituye un argumento interesante a explorar para validar
nuestra descripcién. Por ultimo, para un régimen de parametros adecuados, como los
presentados en la figura 3.26¢, a tasas de deformacién pequenas, la respuesta pasiva
total del axén es dominada por la contribucion de los motores moleculares, producien-
do una sensibilidad negativa a cambios en la tasa de deformacién. Naturalmente las
regiones de pendiente negativa de la curva tipo N estan prohibidas por ser inestables
ante cualquier perturbacién, permitiendo explicar la transicion entre un alargamiento
del ax6n y su posterior contraccion. En efecto, de no existir esta region de inestabilidad,
el ax6n sélo podria relajar a una tensién cercana a 7, sin contraccion alguna. La figura
3.27(a) ilustra la trayectoria seguida por las variables del axén para transitar desde un
estado de alargamiento a uno de contracciéon. En alargamiento, cuando la tasa de defor-
macion alcanza el valor para el cual la fuerza viscosa es minima, el sistema debe saltar
a tasas de deformacién negativas o contraccién, a fin de evitar la region de inestabilidad
figura 3.27(b). La ecuacién que rige tal transicién requiere de un nuevo término capaz
de manejar un cambio brusco de tasa de deformacién, es decir, un término de inercia.
En nuestro caso, este término no juega ningin rol en el comportamiento mecanico del

axon, entonces el balance de fuerzas implica,

= : 2572 7,2 k)n kn
Bmol + Byol 4+ Tpe POV 4 k[ B+ ol = =21, (3.30)
2ok 2c0
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Figura 3.23: Tensiones caracteristicas de los motores moleculares T, comparada a la
tension inicial del axén inferida del test eldstico, T,. En (a) se muestra la tensin inicial
T, obtenido del test mecanico como funcién del ancho v encontrado por el modelo que
hemos introducido. En (b) hemos relacionado la tensin T}, y el ancho de la respuesta
gaussiana v, que corresponden a la respuesta mecanica de los motores moleculares.
Se puede observar que las tensiones T, y T,, inferidas por métodos completamente
independientes, son compatibles con el hecho de existir una tensién residual producto
de la prescencia de los motores moleculares. En (c) se muestra el error relativo referido

a la tensién T, con un error, salvo 2 casos, del 30 %.
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Figura 3.24: Ancho de la respuesta Gaussiana vs seccion transversal del axén.
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Figura 3.25: Constante elastica k de axones en funcién de su area. No se observa corre-

lacion entre estas cantidades.
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Figura 3.27: Transicion entre estados estables que depende del término inercial.

Finalmente, la transicion entre el régimen pasivo a activo observado en nuestros
experimentos puede sintetizarse en el diagrama de fases definido por v y el cuociente
T./v, segin se ilustra en la figura 3.28. La razén entre estas dos cantidades determina si
existe una region de inestabilidad para la respuesta global del axon. Como regla general,
si v < T,/v, aparece una regién de inestabilidad y una transicién desde un estado de

alargamiento a uno de contraccién es observable.
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Figura 3.28: Diagrama de fase ilustrando la transicién entre el comportamiento pasivo

y activo, en el espacio definido por v y T, /v
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3.7. Conclusiones

Las constantes elastica encontradas, , son compatibles con los valores medidos
en trabajos previos [14] y [15]. Sin embargo, nuestros resultados permitieron demostrar
experimentalmente que la constante de rigidez de un axén es funcién de la geometria
de éste. Este resultado, aparentemente obvio, permite ademas determinar un médulo
de Young efectivo, cuyo valor es compatible con aquel de la materia constitutiva de los
axones. Contrariamente a lo que se podria esperar, la tension residual T, del axén no
presento correlacién visible con su geometria.

A partir del modelo mas simple concebible compatible con los comportamientos
pasivo y activo observados experimentalmente, se determinaron los parametros basicos
del axoén, a saber, v, T,, v vy k.

El pardametro v también mostré un comportamiento lineal con la seccién trans-
versal del axén ya que la friccién interna depende del nimero de filamentos al interior
del axon que es proporcial a su area.

T, definida como tensiéon maxima producida por los motores moleculares, pre-
sentd cierta correlacién con Ty, y resulté ser una funcion decreciente de la velocidad
v. Consistentemente, T, no exhibié ninguna correlacién con el area del axén. Ambas
tensiones, la residual T,, y T,, deben depender de cada axoén, puesto que representan
béasicamente la concentracion de motores moleculares. Por otro lado, la velocidad carac-
teristica de contraccién también debe ser una funcién de la concentracién de motores,
lo que explicaria la relacién entre T, y v.

Por su parte, los valores de v, del orden de 0,1 — 1um/s, obtenidos a partir de
nuestro modelo mecanico simplificado, son compatibles con los valores determinados ex-
situ para motores individuales. Nuestros datos experimentales sugieren que los distintos
motores moleculares[16][17] presentes en el axén ejercen una tension que depende de la
velocidad de deformacion del axon.

Finalmente, en nuestra discusion sobre nuestro modelo operacional del axén y
los motores moleculares hemos evitado las consideraciones de estabilidad. Estas condi-
ciones, sin embargo, son absolutamente necesarias para entender una transicion entre
comportamiento pasivo y activo, que es la que nos concierne aqui. Veremos en el capitu-
lo siguiente, que bajo ciertas condiciones, los axones pueden presentar comportamientos

oscilatorios, compatibles con una regién de inestabilidad en la respuesta viscosa.
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Cuadro 3.1: Correlacién entre las pardametros

Parametro Tiene correlacion con No tiene correlacién con

K A/L —

gl A —

T, v A, L

T, v A, L

k — A L T, v

A Seccion transversal del axén.

L: Longitud del axén.

r: Constante de restitucion asociada a la respuesta elastica de la red de actina.
T,: Tension inicial del axon.

~: Disipacién asociada a la friccién interna del axon.

k: Interaccion entre las distintas fibras y los motores moleculares.

T,: Tensién maxima de los motores moleculares a velocidad de deformacién nula.

v: Velocidad tipica de respuesta de los motores moleculares.



Capitulo 4
Ax6n bajo un flujo laminar

Los experimentos de respuesta mecanica nos han permitido inferir el modulo
eldstico, su tension inicial, la friccion interna y la respuesta global de los motores mo-
leculares.

Sin embargo, un test mecéanico utilizando microagujas no nos permite explorar
las propiedades de axones en los casos en los que hemos reducido la concentracién
normal de suero (apéndice B). Las tensiones iniciales T}, inferidas bajo estas condiciones
resultaron ser siempre despreciables frente a la tension elastica. Por lo que un método
complementario debe ser desarrollado para estos casos.

Una solucion a esta limitacion es el uso de un flujo laminar, con el que nos es
posible imponer una fuerza viscosa o drag alrededor de un axén. La accién de este flujo
es compensada por la respuesta mecanica del axon, el que alcazara el equilibrio, ante

esta fuerza externa, bajo la forma de una catenaria como veremos a continuacion.

4.1. Ecuaciones de equilibrio

Consideremos al axén como una cuerda con extremos fijos (figura 4.1), la ecua-

cién de onda para una cuerda sometida a un flujo viscoso se escribe:
0%¢ 0%¢ 1 0¢
— = w
Poe =" o2

donde p; es la densidad lineal, T es la tensién de la cuerda, y w es la fuerza viscosa, que

(4.1)

depende de la velocidad relativa del punto £(z,t). La solucién estacionaria para esta

ecuacion es &(r) = —w /2722

7
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Figura 4.1: La curvatura de una cuerda o en este caso un axén depende de las propie-

dades elasticas del objeto y de la fuerza viscosa aplicada.

Ante una perturbacion en el flujo, esperamos que la solucién a la ecuacién se
encuentre en torno a la solucién estacionaria, es decir & = £y + 9, por lo que la ecuacion

diferencial en torno a este punto se reescribe como:

006 | w 0OE _ .0°0¢
o TU ot T on?

De esta ecuacién, podemos obtener el tiempo caracteristico de relajaciéon ante una

(4.2)

perturbacion de la fuerza viscosa comparando el término inercial con la disipacion:

of  wog
plTQ Ur
Upy
~ 4.
ro ot (13)

Para fijar las escalas presentes, tomemos la densidad del agua como un valor
aceptable para la densidad de una célula p = 1g/cm?® = 107'2g/um3, el radio de un
axo6n del orden de r = 1um, la velocidad del fluido cercano a una pared U ~ 100um/s, y
la fuerza viscosa asociada w = 10 x 10~ udyn/um, obtenemos un tiempo caracteristico

7 ~ 107!s, es decir, para considerar la inercia en nuestro problema, debemos explorar
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tiempos menores a 7, en los que el término de disipaciéon no influye demasiado. En
otras palabras, podemos despreciar la inercia en comparacion con la fuerza viscosa para
tiempos mayores que 7. Con esta ventaja, podemos escribir la tensién mecanica de
nuestra cuerda bioldgica como un sistema en equilibrio.

Consideremos una cuerda fija en los puntos x = +L,/2, la cual soporta una
fuerza por unidad de longitud w como se muestra en la figura 4.2. El equilibrio mecéanico

se encuentra dado por:

T(0+df)sin(6 +df) —T(0)sin(d) =wds —  d(T(0)sin(h)) = wds (4.4)
T(0 + df) cos(6 +df) —T(0)cos() =0 —  d(T(6)cos(#)) =0 (4.5)
La solucion a la dltima ecuacion, la cual establece el equilibrio mecénico en el eje

xes T(0) =T/ cos(f), donde T es la tension de la cuerda. Reemplazando este resultado

en la ecuacion que establece el equilibrio mecanico en el eje y:

(s -

dy [ dy?
T—=) = 1+ = 4.
d( dx) w + . dx (4.6)

La solucion a esta ecuacion diferencial, es la correspondiente a una cuerda bajo

la accién de su propio peso (catenaria). Pero en este caso en particular, el peso por

unidad de longitud es debido a la fuerza viscosa por unidad de longitud w.

y(x) = gcosh(%x) (4.7)
T(x)= Tcosh(%x) (4.8)

Utilizando los valores tipicos de la fuerza viscosa w, tension mecanica 7'y lon-
gitud de un axén L,, la tension T'(x) = T cosh(wL,/2T) ~ T, este resultado nos dice
que existe una tensién homogénea a lo largo del axén.

Dado que en equilibrio, la curvatura del axon es descrita por una catenaria,
podemos calcular su elongacion y escribir el estado de tensiéon a lo largo del axén como

funcién de la elongacién experimentada por la presencia de la fuerza de arrastre del

fluido.
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Figura 4.2: (arriba) Representacion esquematica de una cuerda bajo una tensién ho-
mogénea w, (a) Neurita(axén) de una célula PC12 sin la accién del flujo, (b) Efecto del

flujo sobre la neurita después de dos minutos.

y(x) = gcosh (%x)

La/2
512/ V14 (z)?de — L,

—L/2

T w L
=2—sinh | =— | — L,
ol wsm <T2>

T ([ w 1 (wL,\® L3w?
~2— | —L,+ - a — L, ~ ==
0! w(ZT +6(2T>> 247>

La tension del axdén en funcion de la elongacién experimentada se escribe:

L3w?
2401
Esta tension es debida a la accion del flujo laminar sobre el axén, la que es

T(0l) =~

(4.9)

compensada por la tension interna que hemos modelizado anteriormente. Por lo que

nos es posible escribir un set de ecuaciones que describan el equilibrio del sistema,
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considerando ahora que el valor de la tensién inicial T, es igual a la tension maxima de

respuesta de los motores moleculares.

L3uw?

won + 1o 2451

ko + 75;9 + Tae_(sk/v = k. + T,
0p + 01 = 0l

Ahora, dl representa la elongacion total del axén, y realizando el mismo proce-

dimiento para obtener la ecuacion de equilibrio para esta variable,

1 el T,
"k 2461 K

1 Jw2l3 T

O =0l — — r 4 22
k KV 2461 + K

. 1 Jw?L3 .
(Y

Finalmente, reescribiendo la ecuacion 4.11:

2
1 [2L3) . <1+21M/“2”j£§> 8% Jv?
14+ — V1ol + 1T, — 11
7( +2;<;\/24613> T lac ( i

+ kol = ——T,
K

A pesar de la dificultad técnica que representa esta ultima ecuacién, podemos,

sin embargo, hacer observaciones cualitativas en los siguientes experimentos, los que

han sido realizados bajo una fuerza por debajo de los 50udyn y con deformaciones

méximas del 1 %.
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4.2. Montaje experimental

La celda de flujo laminar fue construida de acero inoxidable con una camara
interior de 20mm de largo 8mm de ancho y 0,5mm de alto (figura 4.3). Esta celda es
introducida en una segunda celda de aluminio, la que es mantenida a una temperatura
de 37°C', por medio de un bano térmico Haake, DC1, la temperatura en la muestra es
medida con el uso de una termocupla. El medio celular es introducido por una bomba
de piston controlada por un motor DC, con él que podemos explorar caudales de hasta
100uL/s.

To pump Normal Altered
To water ‘//’ Pt-100 medium 3-way medium
bath . / T~ || valve || «
f / Flow chamber |
N /f D Cells / ' :
W ()
AW i / / EE -
@ [l e s | @
= I - . e —" )
] y N |
/ ﬂ \‘ﬁ \
Aluminium Microscope Coverslips Stainless-steel
block objective block

Figura 4.3: Vista lateral de la celda utilizada en los experimentos de flujo laminar.

El microscopio utilizado es un Ziess Axiovert-135, en modo de contraste de fase,
con una magnificacion total de 60x. La adquisiciéon de iméagenes fue realizada con una
camara Visitron System modelo 9.0 monochrome-6, y el software de adquisicién de

imagenes MetaVue 6.1.

4.3. Medicién de la fuerza y Elongacién

4.3.1. Medicion de Fuerzas

La fuerza viscosa por unidad de longitud fue medida por medio del seguimiento
de particulas de latex en el mismo plano focal del axon en cuestién, con la que realizamos
una medicion local de la velocidad U del fluido. Por tanto, la carga que soporta el axén
es aproximadamente igual a la carga que soporta un cilindro de radio R inmerso en un

fluido con velocidad U, como se ha descrito en el apéndice A.1.3.
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AU
ENEN Y
In (%)
Las propiedades del medio de cultivo GIBCO RPMI a 37°C son v = 0,6953 X
10~2Stokes, n = 0,6947 x 1072 Poise y su densidad p = 0,9992g/cm?.

La medicién de la tension del axon fue realizada por medio de un ajuste del perfil

(4.17)

experimental obtenido de la secuencia de imagenes que describe al axén utilizando la

solucién de catenaria.

Y(T)ezp = cosh (%m)

exp

4.3.2. Medicién de la Elongacion

La forma usual de medir la elongacion calculando la longitud final e inicial de
un axon introduce un error relativo significativo, dado que la resolucién 6ptica usando
los objetivos de microscopio descritos, es de aproximadamente de 0,3um/pizel, y la
elongacién tipica de una neurita bajo la accién de un flujo es menor al 1% ~ 1um.
Por otro lado, la medicién de la curvatura experimentada por la neurita es una medida
global de la elongacion, por lo que la medicién de la elongacion fue realizada midiendo
la curvatura del perfil por medio de un ajuste parabolico con: y”’(x = 0) =~ 1/R = C,
donde C' es igual a dos veces el valor de la constante de ajuste de la pardbola. Con este
método, podemos registrar elongaciones del orden de 10nm. Bajo estas consideraciones,

podemos escribir la elongacién como:

e

—L-1L
5l 0= 51

(4.18)

4.4. Resultados

Los cultivos celulares desarrollados para estos experimentos difieren de los culti-
vos normales solo en la tltima etapa, en la cual es retirado el medio de cultivo regular y
en su lugar es introducido un medio sin presencia de suero. En estas condiciones, como
hemos explisitado en la seccion anterior, podremos explorar la respuesta mecanica de
las neuritas de células PC-12 para valores pequenos de T, lo que no es posible con un

test utilizando microagujas.
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Dado que el flujo toma alrededor de un segundo en alcanzar su estado de equi-
librio al interior de la celda, no es posible realizar una medicién de la tensién inicial
presente en el axén. Sin embargo, en los experimentos realizados en neuritas de células
PC-12, se observo en todos los casos un salto en la curvatura al momento en que el
flujo es introducido. Este salto, corresponde a la respuesta elastica del axdén, haciendo
que el radio de curvatura del axén, inicialmente recto, disminuya drasticamente desde
infinito a un valor finito del radio de curvatura, con un valor de tensién en primera
aproximacién igual a wR.

Bajo la influencia de la fuerza viscosa, las elongaciones maximas registradas son
del orden de 1pm. Ademsds, el salto de curvatura involucra una elongacion inicial del
orden de 10nm. Es decir, las elongaciones experimentadas por la respuesta elastica son
despreciables frente a las elongaciones provenientes del sistema en paralelo que hemos
denotado J,. Sin embargo, dado que el resorte representado por k se encuentra acopla-
do en serie con los otros elementos, la tension de este elemento es del orden de 7, aun

cuando la elongacion ¢, sea nula.

Bajo estas consideraciones, la ecuacién 4.10, se reduce a:

w3
2T, =\ 5is (4.19)

Como se muestra en la figura 4.4, la elongacién experimentada por el axén ante

un incremento de la fuerza viscosa w es compatible con un estado de tension constante
T,. Este es nuevamente, un resultado que no puede ser capturado con un modelo que
sélo incluya elementos mecanicos clésicos (figura 3.5).

La posterior evolucion del sistema revelé6 nuevamente el comportamiento vis-
coelastico, en el que la disipacién predomina en la respuesta mecanica de los axones,
evidenciado por una relajacion hasta un valor estacionario en su elongaciéon como se
observa en la figura 4.5. Y en el caso de respuesta activa la elongacién inicial es seguida
por una contracciéon como se aprecia en la figura 4.6.

Sin embargo, debemos destacar, que las elongaciones experimentadas son meno-
res a 1lpum, en un tiempo del orden del minuto, por lo que las velocidades de deforma-
cién son del orden de 10~3um/s, es decir, nos encontramos explorando la estabilidad
del punto de funcionamiento de la respuesta mecanica en funcion de la velocidad de

deformacion.
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Figura 4.4: Experimento realizado con incrementos de la fuerza viscosa (inset), la longi-
tud inicial L, = 198um, la fuerza viscosa por unidad de longitud w; = 14,7, ws = 29,4,
wz = 44,2 x10~*udyn/pm, la tensién promedio es de 20,23udyn. La tensién inicial T,
inferida por los incrementos de w es de T, = 9,6 £ 1,62udyn.

Bajo nuestro modelo de respuesta, el punto de funcionamiento de los axones
en funcién de la velocidad de deformacion es siempre estable para valores cercanos a
cero. En efecto, si la fuerza impuesta se encuentra en torno al valor de la tensién T,
serd dificil diferenciar la curva de respuesta entre un caso pasivo y uno activo, a menos
que aumentemos la magnitud de la fuerza externa, lo que implicara una velocidad de
deformacién instantanea compatible con esta fuerza. Y soélo en este caso podremos
vislumbrar el tipo de respuesta mecanica que caracteriza al axon en cuestion.

Para evidenciar este comportamiento, en el caso de respuesta activa, en que la
pendiente dada por T,/v es mayor que 7, debemos imponer una fuerza mayor que el
umbral de estabilidad, y seremos testigos de una ya conocida oscilacién de relajacion.
Aun cuando no hemos caracterizado este umbral, experimentalmente hemos registrado
oscilaciones de relajacién periddicas (ver figura 4.7). Dado que la fuerza externa es del
orden de T}, cualquier fluctuacién comparable al umbral critico, hard que el axén salga

del estado de equilibrio, debiendo explorar cada vez la curva de respuesta.
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Bajo estas condiciones 0l ~ §; ~ 0, podemos despreciar el término de restitucion

y escribiendo la respuesta gaussiana en torno a d; ~ 0, encontramos:

. 2
: 2 ol .9
Yol — Ta—2 (1 - —2> ol = 2T,
v v
Este comportamiento periédico es finalizado al aumentar la fuerza viscosa w
(ver figura 4.8). Debiendo incluir en este caso la deformacién 01, ya que la aproximacién

0 ~ 0 no es vélida en este caso y bajo este analisis, la curva de respuesta segin la

ecuacion 4.16, depende tanto de 41, como de 4l.



CAPITULO 4. AXON BAJO UN FLUJO LAMINAR 87

4.5. Conclusiones

La utilizacion del flujo laminar, con el que hemos impuesto una fuerza de arrastre
sobre el axon, ha mostrado ser una herraiena 1util en los casos en que los axones han sido
privados de suero. Bajo estas condiciones, la tensién T, T;, disminuye considerablemente
en comparacién con las muestras en las que se utilizo una concentracién normal de suero.

La fuerza de arrastre en estos casos, F, =~ wR, es comparable a la tension
residual y las deformaciones observadas experimentalmente son en general menores
1um, es decir, nos encontramos explorando la estabilidad del punto de equilibrio, by ~ 0.
En torno a este punto de funcionamiento mecanico estable, la pendiente se encuentra
influenciada por v, ya que en esta regién la respuesta es gaussiana es plana. Para los
casos en que el valor de v es mayor o igual al cuociente T, /v, se observa nuevamente
un comportamiento del tipo viscoeldstico (ver figura 4.5), y en los casos en que v es
menor a 7, /v, la respuesta dindmica ante una fuerza externa nos permitira explorar
nuevamente el transito entre las regiones estables del comportamiento activo.

La curva de respuesta mecanica posee un punto estable en 5, =0 parayy T,/v
positivos, y en los casos en que existe una zona de sensibilidad negativa (comportamiento

activo), el cambio de pendiente de la curva esta dado por:

Tmotor(('sk) = 7516 + T'aeil;i/v2
aTmotar
Doy,

a primer orden, encontramos v = yv?/2T,. Sin embargo, la curva de funcionamiento,

=0,

descrito como funciéon de la velocidad de deformacion, es modificada por el tipo de test
mecanico ha realizar, y que en este caso, no solo depende de la velocidad de deformacién
5k, sino que ademas es funcién de la deformacién ¢, haciendo que un andlisis mas
profundo sea significativamente més complejo.

A pesar de esta dificultad, nuestro modelo es capaz de describir incluso oscila-
ciones de relajacién observadas experimentalmente por primera vez (ver figura 4.7), y
como esta respuesta oscilatoria depende de la fuerza externa aplicada y del estado de

deformacién y (figura 4.8).
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Figura 4.5: Experimento bajo un flujo constante, evidenciando un comportamiento pa-

sivo con una longitud inicial L, = 95,5um, la fuerza viscosa por unidad de longitud

w = 29,415 x 10~ udyn/um y tensién T, = 3,7udyn.
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Figura 4.6: En este caso, el comportamiento activo con una fuerza viscosa por unidad de

longitud w = 63 x 10~ *udyn/pum, longitud inicial del axén L, = 244,7um y la tensién

T, = 14,6 udyn.
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Figura 4.7: Experimento bajo un flujo constante, la longitud inicial de la neurita es
L, = 196um y fuerza viscosa por unidad de longitud w; = 15,8 x 10~ *udyn/um. Las
oscilaciones tienen una periodicidad del orden de 50 segundos, una amplitud y tensién

promedio de 20nm y 3,7udyn respectivamente.

800 . T . 40
o elongation e
*
’_‘600' ——drag force Cl
5 400t 2
_,g o 0 %
o —
® 500} . 110
0 ' ' ' 0
0 400 800 1200 1600

time (sec)

Figura 4.8: Las oscilaciones en la longitud del axén cesaron al aumentar la fuerza viscosa

a wy = 31,6 x 10~*udyn/pum, cambiando la curva de respuesta del axén.



Capitulo 5
Conclusiones generales

A partir de los métodos experimentales desarrollados en esta tesis, hemos infe-
rido las propiedades elasticas de membranas de espesor nanométrico y las condiciones
de borde de membranas en las que se medieron las fuerzas que ejerce una célula en su
movimiento. Asi también, hemos proporcionado evidencia y mostrado un ejemplo en el
que la longitud de los pliegues no es sensible a la fuerza aplicada, mostrando ademas
que la aparicién de los pliegues obedece a una inestabilidad que depende fuertemente de
la tensién inicial de la membrana. A pesar de la dificultad técnica del problema, hemos
propuesto un método alternativo basado en la medicién de la amplitud del campo de
“arrugas” en las membranas, que a nuestro juicio, dard una mayor sensibilidad a la

medicién de las fuerzas ejercidas por una célula sobre un sustrato elastico.

La medicion de las fuerzas generadas por una célula es ya un problema de in-
terés basico en biologia, sin embargo, la pregunta de fondo que persiste es ;Cudl es la
respuesta mecanica de una célula bajo un estimulo fisico-quimico externo?.

Dada la intrincada complejidad de este tipo de sistemas fue necesario realizar
una serie de aproximaciones tanto del punto de vista biolégico como del fisico, re-
emplazando el objeto de nuestro estudio por una neurita o axén. Dada la geometria
quasiunidimensional del axén, podemos abordar su estudio como si se tratase de una
cuerda unidimensional sometida a una fuerza de traccion.

Utilizando el modelo propuesto por Dennerll[15] hemos incluido la accién de los
motores moleculares introduciendo un nuevo elemento al que hemos llamado M, que

depende de la velocidad de deformacién del axon.

90
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De este modelamiento, hemos inferido las propiedades elasticas de las neuritas de
células PC-12 representadas por la constante elastica k, y la tensién inicial T, presente
en cada axdn.

Este mismo modelo permitié obtener de manera méas consistente el valor de la
disipacion v que representa la friccién entre las distintas fibras al interior de un axén y
los motores moleculares, y su competicion con el cuociente entre T, y v que caracterizan
la respuesta de los motores moleculares ante una fuerza externa.

En un principio, los elementos v y M nacieron bajo la idea de que representaban
dos fenémenos distintos al interior de los axones, siendo en realidad, la separaciéon en
dos cantidades del mismo fenémeno.

La respuesta M identifica a los motores moleculares que ejercen una fuerza con-
traria a la fuerza externa F'y ~ representa a los motores moleculares que fueron vencidos
por F' introduciendo una friccién entre estos motores y las fibras al interior del axén.

De esta competicion entre v y M hemos identificado dos casos limites. El prime-
ro se refiere a la respuesta pasiva del axén ante una fuerza externa, ante la cual el axén
aumenta su longitud para disminuir su tensién mecanica, convergiendo asintéticamente
a una situacion de equilibrio con una tensién final compatible con la tension 7T,. Y un
segundo caso en que la elongacion es seguida por una contraccion de la longitud para

alcanzar nuevamente el mismo estado de tensién final Tj,.

Si bien hemos introducido los ingredientes bésicos que dan cuenta del comporta-
miento mecanico de un axon, lo siguiente es identificar a qué corresponde cada elemento
del modelo. Ademas de desarrollar nuevos experimentos que permitan medir la defor-
macién local del axén bajo un test mecanico para asi introducir la dependencia espacial
en el problema. Este tipo de medicién es posible realizarla introduciendo proteinas
fluorescentes que se ligen especificamente a la estructura de actina y/o microtubulos.

Estos nuevos experimentos daran pie, de forma natural, a la extensién para

representar bidimensionalmente a una célula sometida a estimulos externos.



Apéndice A
Caracterizacion de microagujas

El uso de resortes para la medicion de fuerzas mecanicas tiene una data historica
posterior a Robert Hook en el afio 1662, fecha en la que establecié empiricamente la ley
F = EkAx.

En nuestros dias, hemos sido capaces de construir dispositivos con un tamano
del orden de los micrometros. Estos dispositivos, simples en su mayoria, nos permiten
medir fuerzas del orden de x10~?Newtons.

Lamentablemente, los métodos de fabricacién no nos permiten conocer de an-
temano las constantes elasticas de estas fabulosas herramientas. Este es el caso de las
microagujas, con radios que van desde las decenas de micrén hasta cerca de 1um, y unos
cuantos milimetros de longitud. Entonces la pregunta es, jcémo medir la constante de

restitucién de una barra de estas dimensiones?

A.1. Deformacion de Barras

A.1.1. Barra prismatica bajo una carga puntual

Mediante las ecuaciones de elasticidad aplicadas a barras prismaticas en la apro-
ximacién de pequenas deformaciones|21], es posible anticipar la respuesta en fleccién de
la barra ante una fuerza puntual ejercida en la punta de la barra (figura A.1). Para el
caso de una barra de largo L, radio R y moédulo de Young E, con condiciones de borde

fijas para un extremo de la barra y libre para su otro extremo, podemos escribir:
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w=-F,0(x-L) ‘

7 R y
e
/= y(x)

Figura A.1: Barra bajo una carga puntual

dF
dl
Donde w(x) es la fuerza por unidad de longitud que soporta la barra yF, repre-

= —w(z) = F,0(x — L)

senta la fuerza que ejercemos en el extremo libre. Debemos considerar, que el torque
soportado por el extremo libre es igual a cero, ya que la curvatura en este punto es

nula, de este modo encontramos:

F(z)=F,

Dado que las deflexiones son pequenas en comparacion con el largo de la barra,

podemos escribir:

En que I representa el momento de torcion, y el desplazamiento vertical de la

barra esta dado por y(z).

1F, 4, 1FL,
v@) =5 T3 Er”

Podemos determinar la constante de restitucion de la barra evaluando el perfil

de defeccién en x = L y asignando un desplazamiento y(z = L) = —d en respuesta a

una fuerza F,y, obteniendo:

_ 3BI

L35

F,
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A.1.2. Barra prismatica bajo una carga homogénea

Para el caso de una carga homogénea, la ecuacion para la carga se escribe como:
dF
dl

Donde w representa la fuerza por unidad de longitud que soporta la barra, que

—Ww

en este caso es constante.
F(z)=w(z—L)

dy(z)
EI e w(x—1L)

v = 51" T EIY "1 EL”

A.1.3. Deflexiéon de un tubo coénico: aplicacién en fluidos

Aunque el calculo para la deformacién de una barra prismatica tienen soluciones
analiticas cerradas, éstas ecuaciones no tienen solucién exacta para el caso de un tubo
conico. En efecto, para este caso, el momento de torcion depende de la posicién, ya que el
area transversal, en el caso de una microaguja real, cambia con el largo. Considerando
esta informacién y reescribiendo la ecuacion de equilibrio tomando en cuenta que el

momento de torcién ya no es constante, tenemos:

Figura A.2: Esquema de un tubo cénico empotrado
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o (10 ) = o

Asumiendo que el perfil de la microaguja es descrito por la figura A.2, el momento
de torcion, I(x) = 7 /4[(Ry — mex)* — (ro — m;z)?], con Ry y 5 como los radios exterior
e interior del cono en la base empotrada, m, y m; son las pendientes exterior e interior
respectivamente, y la fuerza integrada a lo largo del cono F(z) = w(z — L).

Bt (R maa)! = (= ma) () ) = o - 1)
dr \ 4 dz?

La fuerza viscosa fue determinada resolviendo numéricamente las ecuaciones que
describen el perfil de deformacion, ajustando el valor de w minimizando la diferencia
al cuadrado del perfil experimental en comparacion al perfil obtenido tedricamente del

siguiente set de ecuaciones.

dy

i u(z) (A.1)

du

pri v(x) (A.2)
dv_ F@) 4 g ) o) (A.3)

de  El(x) dx

Por otro lado, la tedria de mecénica de fluidos[22] da a conocer la fuerza por
unidad de longitud que ejerce el fluido de viscosidad dindmica 7, densidad constante p,

y velocidad uniforme U, al pasar alrededor un cilindro de radio R y largo infinito.

AU
b (5

Sin embargo, en nuestro caso el fluido se encuentra confinado en una celda de alto

w =

h y ancho D con condiciones de borde U, = 0 para z = {0, h}. El perfil estacionario
de velocidad del fluido es parabdlico para valores del nimero de Reynold Re < 1.
En nuestro caso, la velocidad del fluido, en el rango de caudales explorados, es de
U = 0 — 400 x 10~*cm/s, la longitud caracteristica R, corresponde al radio de la
microaguja R ~ 20 x 10~*em con una viscosidad cinemdtica v = 0,6 x 1072cm?/s, nos

entrega un Reynold maximo de Re ~ 0,8.

U - _- .
rart pU - VU = —=VP +nV*U (A.4)
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Figura A.3: Esquema de la camara de fluido, asumiendo un flujo laminar

_ |- v
V20|

Podemos despreciar, en este limite, el término inercial de la ecuacién A.4. Ademas,

e

el gradiente de presién es nulo dentro de la celda en las direcciones Z y Z, mientras que
en la direccién ¢ se cumple OP/0y = 0, y considerando las condiciones de borde ya

establecidas, encontramos:

ViU, =C
C
U, = %(22 — hz)

El valor de la constante C' se obtiene integrando el perfil de velocidad U, en el

alto de la celda multiplicada por su ancho D, que debe ser igual al caudal impuesto.

h
Q= /Uy(z)dxdz = CQ_UD/O (22 — hz)dz

12n
C= D

Uy(2) = ——5 (2% — h2)

 Dh3
En resumen, debemos considerar la velocidad local del fluido para realizar una
estimacion de la fuerza viscosa a la altura z, ya que la velocidad del fluido no es ho-

mogénea.
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El drag ejercido por el fluido fue medido por medio de una microaguja fijada
dentro de la cdmara de flujo laminar a 50um por sobre la superficie de un cubreobjeto,
registrando el perfil de deflexién como funcién del flujo. La velocidad en el plano de
la microaguja fue medido realizando un seguimiento de particulas de latex de 1um de

radio.

Figura A.4: La microaguja de 3mm de longitud, 21um de radio base, y 12um de radio
en la punta, dentro de la celda de flujo laminar de dimensiones 0,5 x 1 x 1,5cm?, fue
sometida a la accién del fluido registrando el perfil de deflexién como se muestra en (a)

con caudal cero, y (b) con caudal de 34uL/s

05 . .
:5\:\:5::2:*»&\5 O 15 mL/h
Tl e TelIlte-o . 0 30mb/h
E \ o e e X 4smlh
E \ Y A Y ¢ 80 mL/h
=025 ! J ; )
5 y J L/ /A 75mL/h
I o 7 7 < eomlih
T =m Tl P05 mU/h
e -- profiles
0 . .
0 0.6 0.9 12

velocity fmmlsec)

Figura A.5: Realizando el seguimiento de verias particulas, se calculo la velocidad local
promedio para cada caudal y se infirio el perfil de velocidad en funcién de la altura de

la celda para cada flujo.
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A.2. Respuesta en frecuencia de una microaguja

Un método alternativo que nos permite determinar la constante de restitucion
de una microaguja es la respuesta mecanica ante una senal externa de amplitud y
frecuencia conocida.

Designemos por x, la deflexion de la punta de la aguja ante una fuerza externa,
la aceleracién de la punta ante esta fuerza es mi. Teniendo en cuenta que la aguja
se encuentra rodeada de un fluido, en nuestro caso aire, la aguja se encuentra ante
una fuerza viscoza ~vz. Finalmente, la fuerza de restitucién de fleccién para pequenos

desplazamientos esta dada por kz. Por lo que el equilibrio mecanico es descrito por:

mi + vyt + kr = F

La fuerza externa F' provendra del movimiento oscilatorio impuesto en el punto

t

de apoyo de la aguja. La fuerza externa se escribe F = kx,e™! como se muestra en la

figura A.7.
a ) focused linear ligth b )
laser etector y
aceloremeter m
input \ l
L 1 1
SIgnal micro output i i
needle i : . :
wave signal X elwt X(t)
signal sound speaker 0

Figura A.7: (a) Montaje experimental para la medicién de la respuesta mecénica de la

microaguja. (b) Andlogo mecénico del sistema.

La solucién para z(t) es de la forma x(t) = Ae™!, dado que se trata de un
sistema lineal. Utilizando la definicién de la funcion respuesta como el cuociente entre
la amplitud de oscilacién del sistema denotado por A y la amplitud de excitacion x,,

obtenemos:

—mw?Ae™! 4+ iywAe™t + kAe™t = ket
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(k — mw? + iyw)A = z,

G=A_ b
Ty k—mw?+iyw

La amplitud de oscilacién estd relacionada con su aceleracién por a = z,w?,
magnitud a la que es sensible nuestro acelerometro, por lo que la funcién respuesta
es G = A/a. Ademés debemos recordar que la frecuencia natural de oscilaciéon es
w, = /k/m. Existe una segunda frecuencia asociada al roce viscoso con el medio, esta

es wg = y/m. Por lo que podemos reescribir la funcién respuesta como G = |G|e™®.

2
1
Gl=2%
w \/(wg — u)2)2 + wiw?
wWqw
tang = — 2

1
El -
k] g
Q@ =
T 0.5 2
= ®
2 &
o
0 il _ o - .,
0 250 500 0 250 500
frequency (Hz) frequency (Hz)

Figura A.8: Amplitud y fase de respuesta en funcion de la frecuencia de excitacion. Los
valores de las constante kneeqre = 29udyn/pum, m = 54,48 x 10~%¢, fueron obtenidos

utilizando el modelo de respuesta calculado y minimizando el error absoluto entre los

datos experimentales y la teoria.



Apéndice B

Protocolos de Preparacion y

Cultivo Celular

En esta seccién se encuentran descritos los procedimientos basicos para la pre-
paracion del cultivo celular y de las muestras experimentales.

Este apéndice ha de ser leido por una persona con cierta experiencia en cultivo
célular. Se debe tener en cuenta que existen muchas variantes para cada una de las

secciones aqui descritas.

B.1. Cultivo de células PC-12

B.1.1. Preparacion de Medio, Colageno y Nerve Growth Fac-
tor (NGF)

Medio de Cultivo

Anada 10% HS (suero de caballo, inactivado por calor y testeado), y 5% de
FBS (suero fetal de bovino, inactivado por calor y testeado) en medio RPMI 1640
con L-Glutamina (21875-34, Gibco/Invitrogen), finalmente agregue 1 % de antibioticos.
Mezcle y guarde a 4°C'.

Para los experimentos necesitamos medio RPMI 1640 con 25mM de HEPES y L-
Glutamina (52400-025, Gibco/Invitrogen). Esto nos permite trabajar a concentraciones

atmosféricas de C'Os. Podemos anadir suero mas tarde si asi lo requerimos.

101
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Colageno

Disuelva 10mg de coldgeno (C7661, Sigma) en 10mL de solucién de acido ace-
tico al 0.1M. El colageno se disolvera en aproximadamente 90 minutos. Es buena idea
agitar cuidadosamente de vez en cuando, sin hacer burbujas (las burbujas destruyen las
proteinas en la superficie). Cuando este seguro de que todo el coldgeno este disuelto,

guarde en eppendorfs estériles de 1ml a —20°C.

Nerve Growth Factor

Disuelva 0,1mg de NGF (N0513, Sigma) en 1mL de medio de cultivo sin suero.
Agiste cuidadosamente, sin hacer burbujas. Una vez disuelto, agregue 10uL de solucién

en eppendorfs estériles de 500 L y guarde a —20°C.

B.1.2. Cultivo regular

Las células crecen en un ambiente a 37°C y en una atmosfera con 5 %CO, y
normalmente en suspencién. Si ellas se encuentran saludables, creceran en pequenos
cumulos. Si muchas células se encuentran adheridas a la superficie probablemente sig-
nifica que no estan en buena condicién. Si esto sucede con células nuevas se puede
incrementar el suero fetal de bovino por un par de semanas. La adhesién también se
presenta cuando la concentracién de células es demasiado alta.

El medio debe ser cambiado una vez cada dos dias. Remueva dos tercios del
medio incluyendo las células, anada medio nuevo para conservar las células en el mismo

contenedor. Cada dos semanas, siga el mismo procedimiento y cambie la placa petri.

B.1.3. Cultivo de células en coverslips
Solucién de Silano

Mezcle 90 % de etanol absoluto y 8 % de agua bidestilada (dH0O) en un contene-
dor plastico para la silanizacién. Anada el 2 % restante de aminosilano (3-Aminopropyl-
triethoxylane, Aldrich 44,014-0). Usando una jeringa, agite suavemente el contenedor.
Cubra con papel de aluminio. Para cerrar la botella de silano, es aconsejable hacerlo

en una atmosfera de Nitrogeno 6 Argon, evitando asi que la humedad reaccione con el
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silano. Debe asegurarse que el volumen de solucién sea suficiente para cubrir los covers-
lips que deberdn ser dispuestos de tal forma que la ambas caras esten expuestas a la

solucién con silano.

Preparaciéon de los coverslips y cilindros de vidrio

Prepare una solucién de jabén é Deconex al 10 % en agua Millipore y caliente
la mezcla a 80°C. Sumerja los coverslips en la solucién y coloque el contenedor den-
tro de un bano ultrasonico durante 15 minutos. Enjuague con dH>0O directamente del
agua Milipore. Se debe remover completamente la solucién de jabén. Finalmente, en-
juague una vez mas usando etanol al 98 % para remover el agua adherida, y sumerja
inmediatamente sin secar los coverslips dentro del contenedor con la solucion con silano.

Después de una hora en el silano, remueva los coverslips enjuagando con etanol
técnico, para remover la solucién de silano, y enjuage por ultima vez usando etanol
absoluto.

Los cilindros de vidrio, son fabricados cortando una pipeta graduada, cada cilin-
dro tiene una capacidad aproximada de 1mL. Lave usando la misma mezcla de jabén
en el bano ultrasénico, enjuagar con dH,O y posteriormente con etanol técnico.

La solucion de silano debe ser almacenada en un tanque de residuos organicos,

y el contenedor debe ser lavado con el uso de etanol.

Preparaciéon del cultivo en las superficies de colageno

Para evitar filtraciones de medio, use grasa de silicona en el borde del cilindro,
coloque los cilindros encima de los coverslips en una placa Petri de plastico, y exponga
la placa en luz UV por 20 minutos.

En una solucién de etanol al 30 % esterilzado por filtracion, agrege 10 % de la
solucién de colageno, y coloque 100uL de la soluciéon final en cada cilindro. Deje secar
durante la noche con la tapa de la placa petri entre abierta dentro de la camara de flujo
con el flujo encendido. No exponga las muestras a la luz innecesariamente. Apague la
luz de la caAmara y no encienda la luz UV de la cdmara.

Use el medio regular de cultivo, y anada un 1mL en cada cilindro. Diluya 10uL
de la soluciéon de NGF en 500uL de medio. Agregue 20uL de esta solucién a cada

cilindro.
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Del cultivo celular, tome 1mL de medio con células y disgreguelas cuidadosamen-
te con la micropipeta en un eppendorf de 1ml. Anada 5uL de suspencién a cada cilindro.
Para obtener axones con longitudes por sobre 100um la concentracion de células debe
ser de aproximadamente 1000c'lulas/cm? en la base del cilindro.

El cambio de medio de cultivo con NGF precalentado a 37°C' es realizado cada
dos dias. Remuviendo 900uL del medio del cilindro y agregue el medio fresco con NGF
con una micropipeta o una jeringa sin perturbar las células adheridas en el sustrato de
colageno. La muestra estard lista al paso de 5-6 dias.

Para los experimentos sin suero, se realiza el cultivo normal ya descrito en el
parrafo anterior, y tres horas antes del experimento se debe reemplazar el medio de

cultivo normal por el medio base RPMI 1640.

medium glass

+ NGF ’/////cylinder
collagen Ty
coating \'\C____D/

i Sy coverslip
i silane coating

silicone i |
grease i

B.2. Cultivo de células PH y 3T3

B.2.1. Preparacion de Medio

El medio DMEM (12800-017, Gibco/Invitrogen) se presenta en polvo. Disuelva
el contenido del sobre en 950mL de agua autoclavada a 15 — 30°C, anada 3,7¢ de
NaHCO;3 por litro de medio, y diluya agitando suavemente. Ajuste el pH del medio
0,2 — 0,3 por debajo del pH final de trabajo utilizando N,OH 6 1N HCI. Finalmente
esterilice el medio usando membrana de filtracion. El pH del medio subira entre 0,2—0,3
después del filtrado. Aniada 10 % CS (suero de becerro, inactivado por calor y testeado)
y agregue 1% de antibioticos. Mezcle y guarde a 4°C.
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B.2.2. Cultivo regular

Las células crecen en un ambiente de 37°C y 5 %CO,, sin embargo estos dos tipos
de fibroblastos no necesitan de coldgeno en la superficie para adherirse, por lo que crecen
normalmente en la superficie del contenedor. Si las células no crecen saludablemente, se
desprenderan de la superficie. En el caso de que su niimero sea muy bajo, se recomienda
colocarlas en un contenedor de menor superficie para aumentar la concentracién.

El medio es cambiado una vez cada dos dias. Remueva todo el medio, y anada
medio base (sin sueros ni antibioticos) con 1% de trypsin. Después de un minuto las
células comenzaran a desprenderse. Si la concentracién de células ocupa el 80 % de la
superficie, desheche dos tercios de las células en suspencién, y anada medio fresco para
conservar las células en el mismo contenedor. Después de dos semanas, siga el mismo

procedimiento y cambie la placa petri.
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C.1. Wrinkle Formations in Axi-Symmetrically Stret-

ched Membranes
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