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RESUMEN

En el presenteabajo se busco ampliar el conocimiento con respecto al efecto
de la rigidez del medio extracelular sobre la fluidezadeémbraa celular.

Para ello se utilizaron matrices de colageno de rigidez variable y se midio la
fluidez de las memlnas celular @ la linea celular NIH 3T3 crecidas sobre

y dentro de las matrices.

Se fabricaron a partir de colageno tipo | de colaatke (5 ng/mL) matrices

de coladgeno de concentraciones @;2 y 4 mg/mL y se gelificaron durante

1y 3 dias. Se datmind la rigickz de las matrices mediante reologia, la forma

y didmetro de sus fibras mediante microscopia electréonica de barrido (SEM)
y se obtuw la fraccidbn de volumen ocupado por las fibras mediante
microscopia de segunda harmonica (SHG). Se cultivisiborblastosNIH

3T3 sobre y dentro de colageno durante 1 y 3 dias. Para la medicion de su
fluidez de membrana se marco las ceélulas torsondafluorescente
LAURDAN (6-dodecano#2-dimetilaminonaftaleno) y se determingu
funcion polarizacién generalizad GP) utilizado imagenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia de dos fotones. Finalmente, para comprobar la
biocompatibilidad delcolagenocon las células se utilizaron las sondas
fluorescentes Sytox Orange y RedNuc para determinar el porcentaje de
viabilidad céular.

Los resultados mostraron que a mayor concentracion de colageno aumenta la
rigidez de la matriz y disminuye el volem librepara el crecimiento de las
células. Esta rigidez afecta de mayor manera a las membranas de las células
gue secultivaron sobbe colageno las cuales mostraron un aumento es su
fluidez luego de tres dias de cultivo. Por otro lado, las células que se
cultivaron dentro de colageno muestran una fluidez independiente de la
concentracion de colageno del medio que lasaodeal pasamas tiempo

en cultivo hay una diminucion en 8uidez, lo cual puede indicar una mayor
adherencia a la matriz.



ABSTRACT

In the presnt work, we sought to expand the knowledge regarding the effect
of the extracellulamatrix stiffnesson the fluidity of tke cell membrane. For
that purposgcollagen matrices of variable stiffness were used and the fluidity
of the cell membranesf the NH 3T3 cell line grown onop andinsidethe
matrices was measured.

Collagen matrices of concentratidh® / 1/2 and 4 mg mL were made from

rat tail type | collagen (5 mg / mL) and gelled for 1 and 3 days. The stiffness
of the matrices was datmined ly rheology, the shape and diameter of its
fibers by scanning electron microscopy (SEM) and the voluraetién
occupied byhe fibers was obtained by second harmonic microscopy (SHG).
NIH 3T3 fibroblasts were cultured on amidecollagen for land 3 day.

For the measurement of their membrane fluidity, the cells were labeled with
LAURDAN fluorescent prob (6-dodecanoyR-dimethylaminonaphthalene)
and the generalized polarization function (GP) was determined using images
obtained by twephoton florescene microscopy. Finally, totest the
biocompatibility of collagen with cells, the Sytox Orange and RedNuc
fluorescent probesave used to determine the cell viability.

The results showed that a higher concentration of collagen increases the
stiffness of thematrix and decreases the free volume for the growth of cells.
This stiffness most affects the membraokthe cells that we grown ortop

of collagen which showed an increase in their fluidity after three days of
culture. On the other hand, tbells thawere cultivated inside collagen show

a fluidity independent of the collagen concentration of therenment that
surround them. And by spending more time in cultivation there is a decrease
in its fluidity, which may indicate a greater adhemete thematrix.



1.INTRODUCCION

1.1. Colageno

El coldgeno es un polimero biolégico estructpralsente en los seres vivos

y seencuentra principalmente en el espacio extracelular de distintos tejidos
conectivos del cuerpo, como lo son: la piel, vasasguines, tendones,
cornea, entre otros. Ademas, puede unirse con minerales para formar
estructuas mas densas como los huesosntéss y cartilagos. EIl colageno
llega a constituir hasta el 30% en masa de los verteb(&tlesma, y col.

2015) El coldgenodrma la matriz extracelular que rodea a la célula y ejerce
distintas fuerzas mecéanicas sobre ella, y la respuesta deltaa#tsponde

a un proceso llamado mecanotransduccion. Este proceso consiste en
transformar un eBhulo mecénico a quimico. Estetiesulo genera una
respuesta celular que se puede expresar de distintas formas como
diferenciacion celular, proliferacionpaptosisentre otras funciones vitales
para la célulgdGuilak y col., 2009)La célula realiza esta transformacion
mediante diversos mecanotransductores que seminan erbebidos en la
membrana plasmati¢&asparski & Beningo, 201%)que se caracteza por

estar organizada en donusi lipidicosproteicos con diferente grado de
empaquetamiento y cuyas propiedades son responsables de la fluidez de la
membrana. Losmecanoreceptores requieren que la membrana tenga un
arreglo conformacional adecuado parer llevar a cabo sus funciones
(Espinosa y col., 2011)Y este arreglo conformacional de la membrana
podria verse afectado por las fuerzas ejercidas por la matriz extradsdular.
cual genera la pregunta de como las propiedades de la matriz extracelular
afectan a la fluidezalla membrana celular.



El cdageno esta clasificado en dos grupos principales fibrilares y no
fibrilares. Siendo el mas comun el colageno fibrilampo tl el wal entrega
soporte mecénico a grandes grupo multicelul@regmes, 2008) Este se
formaa patir de cadenas de aminoacidos entrelazados entre si. La sintesis de
colageno se produce, dentro de la célula, en el retérudopl&mico rugoso
donde se forma dtopocolagencel cuales ura cadena polipeptidica con la
secuenci&ly-X-Y y poseaina sstrudura 3D de hélice alfa. Gly corresponde

a glicina y X e Y a cualquier otro aminoacido, usualmente lisina (grupo
lateral (CH)4NH,) y prolina (grupo lateral §HsNH). La glicina posee un
hidrogeno en su grupo lateral y se encuentra hacia el centro dedmgyot
mientras que los aminoacidos X e Y se encuentra hacia la superficie. Esta
hélice alfa posteriormente sufre una hidiasion en los aminoacidos de la
superficie, sguido de una glicosilacion. Una vez ocurridas estas
modificaciones, se empiezan a fammenlaces de hidrogeno entre los
aminoacidos glicosilados e hidroxilados de tres hélices alfa distintas
formando una trig hélicea la cual se le llama procolagenostuoiormente

el procolageno es expulsado de la célula al espacio extracelular erlafonde
grupos laterales de la lisina o hidroxylisina de distintos procolagenos forman
grupos aldehidos mediante reaccionesine@iicas Estos procolagenos
experimentan unaesie de reacciones que llevan al entrecruzamiento de los
procolagenos para formar uriarf, a la cual se le denomina colageno. Son
estos entrecruzamientos intramoleculares lo que le otorga caracteristicas de
rigidez paticulares y le permite proveer soprmecanico a los grupos
multicelulares(Eyre & Wu, 2005)Sherman y col., 2015)

1.1.1.Caracteristi@s estructurales de las fibras dedgeho

Las fibras de colageno tienen una estructura jerarquica ilustrada en la
figura 1(Sherman y col., 2035 El diamero del procolageno es de 1,6 nm
aprox. (Figura 1A) y tiene un largo de 300 nm cuando esta empaquetado entre
las fibras. Secaracterizan por tener un ensamblaje escalonado con una
sobreposicion de 36 nm y gapde 31 nm entre moléculas de prtageno
lo cual le proporciona un patrén visible de una periodicidad de 67 nm llamado

4



bandagl (Figura 1B). Se observa también lasasge fibras de colageno en

un corte transversal de la piel (Figura 1C) y una imagen de microscopia
electronica de transsidn de filras de colageno de 100 nm de diametro
donde se observa el period@Figura 1D)(Shoulders & Raines, 20Q9)

A Esquema del procolageno

~300 nm ~67 nm

B Esquema Fibra de coldgeno
le—bi

e e —— 1

Overlap de 36 nm

S 50-500 nm

Gap de 31 nm
>

"1
1
]
1
1
1
]
1
1
]
1

C Colageno en la piel D Fibras con el periodo

1
1
1
1
1
1
1
E
1
]
d

Figura 1. Estructura jerarquica del colageno fibrilgk) Esquema dgbrocolageno, cada
color represerd una hélice alfa distintaB] Esquema del arreglo de las triples hélices en
una fibra de colagenoC} Capas de colageren un corte transversal de la pidD) (
microscopia electronica de transmision de fibras de coladent00 nm de diametro.
Modificado deSherman y col., 2015

Este tipo de empaquetamiento le entrega la capacidad de ayudar en el control
de la comunicacion, union y movimientowar y transmite las propiedades
biomecanicas especificas del tejiflorgel y col., 2011) Debido a estas
caracteristicas, el colageno (principal componente gelcesextracelular)

es un polimero muy utilizado en la investigacion de aplicaciones médicas



(Kadler, 2004) Por lo que se han desarrollado distintas metodologias par
obtenerd in vitro (Kadler, 2017)

1.1.2 Formacion y caracterizam de filras de colageno in vitro

Una de las técnicas mas usadas para la extraccion de colageno consiste
en el tratamiento de tepd animales (usualmente piel o tendones) con
soluciones de acidos débiles como el acido acético o tampones salinos
neutrals. Esto geara una solucion de moldélas de colageno que cuando
son neutralizadas a 30°C se polimeriza y produce fibras estiradastgoe
organizadas y siguen un periodloaracteristic§Kadler, 2017)La pureza y
la integridad de los polipéptidos y de las moléculas de colageno, el grado de
entrecruzamiento, las propietis estructralesmecanicas de lasbfras,
entre otras propiedades, se establecen en funcion de la técnica de aislamiento
utilizada(Kreger y cd., 2010)

Se ha demosido que al aumentar la concentracion de colageno se obtiene
una organizacion similar de las redem un aumento de la fraccion de
volumen de fibras (densidad de fibras) la cual es independiente de la fuente
de colagenaisadgKreger y col., 201Q)El aumento en la densidad de fibras

se atribuye a un mayor namero de entrecruzamientos entre las Viaras
reportes muestran que unayor densidad de fibras conlleva a un aumento
en la capacidad de la matriz para poder resistirmayor grado de
deformacién y soportar el estrés antes de la ruptura de las cé8eahker,
2008) Esto se deberia a que al aplicar un estregrtaces hidrégeno se
empiezan a maper genenado que las cadenas dallipnero se desenreden
(Buehler, 2006)

El colageno esconsiderado como un maitd viscoelastico, cuyas
propiedades mecéanicas dependen de las condiciones fisiolégicas ea las g
se encuentréBuehler, 2006)Mediante la reologia es posible estudialugbf

y deformacion de materiales que muestran una combinacion de
comportamiento elastico y viscoso. Uno de los principaéegametros el
modulo de elasticiad o cizalla que mide la rigidez del material y da cuenta
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de la capacidad del material para r@sesla deformacion como respuesta a
una fuerza aplicada. Las mediciones reolégicas permiten establecer para el
material @alizado réaciones de estrés vs defacion, relajacion,
oscilacion, entre otroCallister &Wiley, 200®)

1.1.3.Colageno como matriz y soporte celular (cartilago, hueso)

Las célulasn vivo estan organizadas en tejidoérganos que residen
en ambientes mecanicos complejos. A nivel celular el ambiente mecanico
consiste de fuerzas endogengengeradas polas céluhs) y exdgenas
(aplicadas hacia las células). Las fuerzas exbdgenas son ejercidas
principalmente por la matrixtracelular la cual estd compuesta en una 90%
por colagendKern y col., 2001)

La matriz extracelular que rodea los tejidos tiene una variada composicion.
Estaheterogeneidad genera un amplio rango de modulos elasticos (Figura 2)
y es asi como cada tejido tiene una rigidez espadifiie le panite realzar

su rol fisioldgico. Por ejemplo, el hueso es mucho mas rigido que los otros
tejidos debido a que su funairimaria es proveer estructura y proteger
nuestros drganos internos, mientras que el cartilago que recubre los extremos
de los huesoy articulaciones es menos rigido que el hueso pero mas elastico
lo cual le permite amortiguar la sobrecarga sufridalasrarticulaciones
(Handorf et al., 2015)

Los tejids ademas &8n en un constante recambio celular mediante la
llegada de células madre que se diferencian en los distiptsscelulares

gue pueda requerir en un determinado tejido. Esta diferenciacion esta
regulada por el microambiente fisigayuimico dela matriz.En el caso de

los huesos se ha demostrado que la osteogénesis (generacion de tejido 0seo)
se favorece con lagidez de la matrigKhatiwala y col., 2009)nientras que
matrices mas blandas, como las del cerebro, favorkcereurogénesis
(generacion de tejido neuronébngler y col.2006)



El esfuerzo meanico que ejerce la matriz sobre la célula puede ser de
compresion, de estiramiento o cizalla , y la céliglag diferentes respuestas
dependiendo del tipo de estrés aplicd@asparski & Beningo, 2015)

Fluido, sangre Tejido Musculo Musculo Plastico/
moco Pulmones  Seno endotelico Tejido estromal liso Esquelético vidrio

4 . .
% Ay A -

Neural Cartilago Hueso

) SN

e

50 200 400 800 1200 2000 3000 5000 12,000 20,000 2-4 GPa

Modulo elastico (Pa)

>

Incremento en rigidez

Figura 2. Tejidos humanos con distintos médulos elasticos correlacionados con sus
funcionegadaptado de Cox & Erler, 2011)

1.2. Interaccion de las célulagsientro de lamatriz

Las células a través de su membrana celular pueden sensar la rigidez
de la matriz extracelular. A este procesdeskama mecanotransduccion en
el cual las células convierten el estimulo mecanico en estouiraico para
generar una spuesta celar. Una vez generado el estimulo quimico se
produce una cascada de sefializacion con distintas reacciones que pueden
regdar la diferenciacion celular, proliferacién, apoptosis, migracion,
mantencion de homeostasigre otras funciones de I&lala(Guilak y col.,
2009) En la membraa celular existen diversos mecanotransductores como
los canales ionicos, glicocalix, efrinasitagrinas, caderinas, entogras
protehas responsables de la transformacion de los estimulos fisicos a sefales
guimicas (Gasparski & Beningo 2015)Uno de los principales
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mecanotransductores ek atoesqueleto, una red dmlimeros poteicos
estructurales internos de la célula que proveen soporte interno y organizacion
a las estructuras celulares in&sn

Los postulados actuales indican que los mecanostransductores estan en
contacto con o incporados dentro de dominiogpidicosproteicos
existentes en la membrana celu{@asparski & Beimgo, 2015) Estos
dominios estructurales de la membrana tienen diferente grado de
empaquetamiento y se ha reportado que los cant@osus propiedades
(nimero, empaquetamiento, movilidad etc.) afectan la fluidez global de la
membrana. Para poder cumpton sus funiones los mecanotransductores
requieren de una dindmica conformacional energéticamente eficiente que
solo es posible emumedio en el cual la membrana se ha adaptado al esfuerzo
mecanicqEspinosay col., 2011)

1.2.1.Interface entre célula y matriz

La membrana celular es una barrera dinamica que delimitzhula.
Esta membrana separaimderior dela célula del espacio extracelular y en
ella se organizan reacciones complejas y se regula el flujo de informacion
gue lega hacia y sale desde la célula.

La membrana celular esta formada por fosfolipidos, pradeilipidos y
carbohidratos. Emodelo estctural mas aceptado actualmente es una
modificacion del mosaico fluido postulado por Singer y Nicolson en 1972
(Figura 3) (Singer & Nicolson, 1972)El modelo original de Singer y
Nicolson establece que en las membranas celulares los fakislfprman

una bicapa en la alilas regiors polares de las moléculas lipidicas de cada
capa estan encaradas hacia el exterior interactuando con la fase acuosa de
cada lado. Las proteinas estan incrustadas en esta bicapa lipidica y se
mantienen unidas rd&ante interacciones hidrofélais entre lodipidos de
membrana y los dominios hidrofobicos de las proteinas. Algunas proteinas
sobresalen a un solo lado de la meanla, mientras que otras tienen dominios
expuestos a ambos lados. La orientacion de lagipest en la bicapa es
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asimétri@, es decilos dominios proteicos expuestos a un lado de la bicapa
son diferentes de los expuestos al otro lado, reflejando unzetssi
funcional. Los lipidos individuales y las unidades proteicas de membrana
forman un meaico fluido con un patron queliede cambiatonstantemente.

El mosaico de la membrana es fluido debido a que la mayoria de interaccion
entre sus componentes sonauvalentes, dando libertad a las moléculas de
lipidos y proteinas para trasladarse lateealta en el plano de la membrana
(Nelson & Cox, 2009)

El rol original de los lipidos asignado por Singer y Nicolson eraoferse
solamente. Sin embardmy en dia sha establecido que las membranas son
heterogéneas lateralmente a una escala nanométrica y que los lipidos tienen
un rolimportante en la actividad de las célul@szgin y cal 2017)
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Figura 3. Modelo del mosaico fluido para éstructura de la membra(idelson & Cox,
2009).

El concepto de heterogeneidad de la membrana celular se entiende por la
existencia in vivo de éareas en la membrar@n diferentegrado de
empaquetamiento que reciben el nombre de balsas lipitta®ns &
Ikonen, 1997) Estas balsas son nanodominios heterogéneos altamente
dinamicos formados por esfingolgms y colesterol con un tamafio entre 20
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a 100 nm que pueden encontrarse en la capa interna, externa o atravesando la
membraa (Pike, 2006(Lingwood & Simons, 201Q) Debido a su alto
contenido de colesterol, en estas regiones existe un mayor orden de los
fosfolipidos y posen por lo tato una menor fluidegSezgin y col., 2017)

En estas regiones, mas empaguetadas se roimeracciones piteina
proteim y proteindipido (Carquin y col., 2016)y moléculas
mecanoreceptoras (normante proteinas) pueden enconteamsn estas
plataformas(Gasparski & Beningo, 2015Estos arreglos dinamicos de
lipidos y proteinas en la memhbea regulan iteracciones moleculares
involucradas en las funciones celulares Wwademostrado queambios en

la fluidez de membrangued& modificar estas interacciones e incluso
afectar la viabilidad de la célul@ricerri y col., 2001)(Tricerri y col.,
2002)Sanchez y col., 2010)

El arreglo espacial de dominiosopeicclipidicos con diferente fluidez da
como resultado la fluidez caracteristica de cada membrana, una propiedad
gue pued ser evaluaapor diferentes técnicas. Una de ellas es la Polarizacion
Generalizada de Laurdan. lrdan es una sonda fluorescentgama de
detectar la coexistencia de dominios lipidicos de diferente grado de
empaquetamiento basado en su sensibilidad patactar el el de
hidratacion de las membranganchez y col., 2007panchez y col., 2010)
(Sezgin y col., 2017)

1.3. Polarizacion Generalizada (PG) de Laurdan

Laurdan (6dodecanoi2-dimetilaminonaftaleno) es una sonda
fluorescente ampliamentutilizada a el estudio de membranas tanto en
cubda como en microscopibanchez y col., 2007 (2)laurdan poseen
estado basal un momento dipolar @woto de una separacion de carga)
localizado en los anillos de naftaleno de struestura (Figura 4A). Este
dipolo cambia cuando la molécula es excitada y consecuentemente las
moléculas de agua alrededt®i dipolo seordenan de manera diferente. La
enerda utilizada para el reordenamiento de las moléculas de agua alrededor
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del dipolodel Laurdan se ve reflejado en el corrimiento del espectro de
emisién hacia longitudes de onda mas lafyssber & Farris, 199). La
localizacion de la sonda en la membrana ubica a los anillos naftalenos a nivel
del esqueleto del glicerol (FiguraA¥ y es el eordenamiento de las
moléculas de aguabicadas en esta zona de la bicapa las que producen un
desplazamiento espectril.desplazamiento del espectro de emisién cuando

la sonda estad en una bicapa lipidica depende del contenido de moléculas de
agua y se heelacionado con la organizacion de lgsdos y la fluidez de
membrangParasassi y col., 1991)

B .. B .. B .. B
Al | ) 2 () ¢ )
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/\ /\.g,)\:é/\:g
Ws LS ) > /3 P ¢
A~ V-2 * RAVAS
gemema (]38 8.8
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srgs BBl 9e9Ched ¢
> < \' < 9. \
e SNy
‘.“0.‘-8 C . J e .\/ . -
Fase lipido ordenada Fase lipido desordenada

Figura 4. Esquema de la ubicacion de Laurdan en la bidgyddica en fase ordenada y
desordenadéEn la parte superior se observa los anillos naftalenos de Laurdan que se
encuentan en la merana a nivel de esqueleto de glicerol en los fosfolipidos. En la parte
inferior se observa el reordenamiento de lagrdhs de agua (puntos negros) localizadas
alrededor del dipolo de Laurdan (flechas) seran las responsables del desplazamie
espectratuando la fase de los lipidos cam{@anchez y col., 2007 (2))

El espectro de emision de Laurdan localizdeotro de liapa de fosfolipido

estd centrado a 440 nm cuando los fosfolipidos estan en fase lipidica
ordenada (pocas moléculas dpia en la interfase) (figura 4B) y centrado a
490 cuando estan en una fase lipidica desordena (mayor cantidad de
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moléculasde agua) (Figra 4C). La PG es una forma matematicamente
conveniente y cuantitativa para medir el desplazamiento del espectro de
emidgon (Sanchez y col., 2007 (2))a funcién esta dada por:

s O O O Ecuacion 1
U wr, wr,
(@) (@)

Donde l440€ lsgp corresponde a la intensidad de emision a 440 y 490 nm,
respectivamente (Parasassi y col.,, 1991)excitando a 350 nm
aproximadamente cuando se mide en cubeta. Asi, si Laurdan se solubiliza en
una estructura lipidica, el espectro de emisiébn se movera de acuerdo al
contenido de agua en la bicapa.

Para calcular el valor de PG en un microscopio de fluenesaes necesario
utilizar excitacion por dos fotones (para evitar el fotoblanqueo de la sonda)
con una longitud de onda de 780 nm y un sistema de deteccidn de dos canales
gue tendra los filtros correspondientes para aislar las zonas de 440 y 490 nm
(Figura 5).De esta mama se obtienen 2 imagenes que se utilizan para crear
una imagen de PG que da cuenta de la fluidez de la men(Qamaez y

col., 2007 (2)
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Figura 5. Esquema del microscopio de dos fotones y espectro de emision de L&umrdan

A se muestra que una vez que el laser llega a la muestra y la traspasa posteriormente es
separado por un filtro dicroo el cual divide la sefial en dos, los cuales pasan por dos
canales distintos (Chl y Ch2). Estos poseen filtros que solo dejan pasamgo de
longitudes onda especificas (centrado en 440 nm para Chl y 490 nm para Ch2) los que
posteriormente pasan al cpoiadw para analizar los datos. En B se muestra el espectro

de emisién de Laurdan el cual es recopilado por los detectores: 440an@hfay en 490

nm para Ch2, en verde se el espectro de emision de Laurdan y las regiones espectrales
detectadas en cad#rb. (Sanchez y col., 2007 (2))

1.3.1 Laurdan y medicion de fluidez de membrana

Laurdan y la funcid de FG en el microscopio ha sido utilizada tanto
en bicapas de lipidos puros como en membranas naturales. Bagatolli y
Gratton demostraron en modelos de membrana Illamados vesiculas
unilamelares gigantes o GUVs (por sus siglas en ingjas) utilizando
Laurdan ylas imagenes de PG se puede estudiar la variacion en la fluidez de
|l a membrana con resoluci-n espacial
formadas con dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) a distintas temperaturas, en
la figura 6A se oberva a la GUV a S, temperatura superior a su
temperatura de transicioi{) por lo cual la membrana estd en una fase
fluida. En esta fase Laurdan esta en contacto con una mayor cantidad de
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moléculas de agua, dando un valor de PG negativo y un col@rdalescala

de olor utilizada. Cuando la temperatura corresponde @.la 41,5°C

(figura 6B) la GUV tiene una mezcla entra zonas mas fluidas y zonas mas
ordenadas por lo que esta en contacto con una menor cantidad de moléculas
de agua dando valor de PG positivo ceralifoy un color amarillo. Bajo su

Tma 25°C (figura 6C) |&UV se encuentra en fase ordenada por lo que esta
en contacto con un menor nimero de moléculas de agua que en las fases
anteriores dando un valor de PG positivo y un color r(agatolli &
Gratton, 1999)

Esta técnica también ha sido utilizadacéhulas vivagn cultivg entre ellas,
células HELA vy fibroblastos de rifidn de hamster beldldk(B) (Sanchez y

col., 2010) La Figura 6D muestra que la membrana celular es mas rigida
(maya valor de PG, color mas anaranjado) que las membramgigabr de

la célula (valor de PG mas bajo, color mas amarillo). Demostrando que a
través de las imagenes de PG de Laurdan es posible obtener en forma
cuantitativa y visual el estado de la fluidkzlamembrana celular

-0,2<PG<0,8 0,25<PG<0,8 0,45<PG<0,8

||IIII||||||||| 4
-0,8
25°C

st >

Eritr

ocitos
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Figura 6. Imagenes de PG de Laurdan para medicion de fluidez en sistemas artificiales y
naturales(A) GUV a 50°C con un valor aproximado de PG-@g. (B) GUV con un

valor aproximado de PG de 0,25. (GYV con un valor aproximado de Pd& 0,45. Se

utilizé una paleta de colores que muestra las imagenes desde valores cef@#hasuh

hasta rojo para valores de PG cercanos a +0,8. Imagen modificada de (Bagatolli &
Gratton, 1999). (D) imagenes de PGL@eirdan de tres tipos celularesgtira modificada
de(Sanchez y col., 2010)
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2. HIPOTESIS

La rigidez de la matriz de colageno afecta la fluidez de la membrana
celular.

3. OBJETIVOS DE TRABAJO

3.1 Objetivo general

o Evaluar la influencia de la rigidez de matrices de colageno sobre la fluidez
de la membrana celular.

3.2.0bjetivos epecificos

o Implementar de metodologia de fabricacion de matrices de coladgeno con
distinta rigidez.

o Caracterizar las propiedades videsticas y densidad de malla de
matrices de colageno con distinta rigidez.

o Crecer cultivo celular en medio de cultivory matices de colageno con
distinta rigidez.

o Determinar fluidez de la membrana celular en medio de cultivo y en las
matrices decolageno con distinta rigidez utilizando microscopia de
fluorescencia PG de Laurdan.
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4. MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1. MATERIAL ES

4.1.1.Colageno

91 Colageno | purificado de cola de rata (Gibco, USA)
1 Plato de 35 mm con un cubre objetos de 10 mndidmetro
(MATTEK, USA)

1 Placa multi pocillo con fondo de vidrio 6ptico (MATTEK,USA)
4.1.2 Medio de cultivo

Medio de cultivo Eagle moddadops Dul beccosodés ( DME
siglas en inglés|) (Termo Fischer, USA), suplementado con 10% de suero de
bovino fetal de cultivo, 5 mL de PeStrep (una mezcla de antibibticos
penicilina y estreptomicina para evitar el crecimiento de bacterias)mi2,5
de HEPES (Acido 4(2-hidroxietil)-1-piperazinametanosulfonico) 1 mol/L
el cual es un amortiguador zwittemico de acido sulfarico que ayuda a
mantener pH fisioldgico a pesar de los cambios de la concentraciéon diéxido
de carbono producida por la raspion celular.

4.1.3.Cultivo linea celular NIH 3T3

La linea celular utilizada en este trabgjmviene de fibroblastos
embrionarios de ratones a las células NIH 3T3 (ATCC -QBR%83). El
termino 3T3 viene de que se cultivaron utilizando el protocolo G da
el lugar al nombre de | a | 2nea, y col
(prid3ney dec®l Ul 49 (segundo f30). Est
generosidad de los Dres. Enrico Gratton y Leonel Malacrida de la
Universidad de Irvine Cabirnia, Egados Unidos.
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4.1.4.Reactivos y soluciones

4.1.4.1 Soluciones para Igelificacion de colageno

1 Buffer PBS: 10 mmol/L buffer PBS140 mmol/L NaCl, 3 mmol/L
KCI (Merck. Alemania)

1 NaOH 0,5 mol/L (Merk, Alemania)

1 Medio de Cultivo DMEM (Termo Fiscler, USA) con 4500 mg/L
de glucosa, 1 mmol/L de piruvato de sodio y 1,5 mg/mL de
bicarbonato de sodio

4.1.4.2 Soluciones para la fijacion de colageno

9 Paraformaldehido al 2,5% (Merck, Alemania)
9 Etanol del 10% al 100%(Termo Fischer, USA)

4.1.4.3 Marcadoredluorescentes

1 Laurdan (6-dodecanoyR-dimethylaminonaphthalene)lérmo
Fischer, USA)

1 Sytox Orange (Termo Fischer, USA)

1 NucRed 647(Termo Fischer, USA)
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4.2. METODOLOGIA

4.2.1 Implementacion demetodologia de fabricacion de matrices de
colagem con dstinta rigidez

4.2.1.1.Purificacion del colageno a partir de cola de rata

El protocolo de purificacion de colageno de colas de rata que se utilizo
es un protocolo modificado del publicado anway y col.(Conway ycdl.,
2017). Brevemente, las colas de rata guardad29<C, se descongelaron y
mantuvieron en etanol al 70%, posteriormente se extrajeron los tendones.
Después se colocaron los tendones en una solucion de buffer A (10 mmol/L
de tris(hidroximetil)aminonteno (Tns), 0,15 mol/L de NaCl, 5 mmol/L de
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se llevo a pH 7,5 con NaOH. Se
incubaron durante 24 horas a 4°C con agitacion. Se descarto el buffer y se le
agreg6 acido acético 0,5 mol/L. Se incubd durante 24 horf acon
agitacion. Posteriormente se centrifugo y al sobrenadante se le midio el
volumen para agregar NaCl hasta obtener una concentracion de 0,7 mol/L de
NaCl y se dej6 en agitacion durante 48 horas. Después se centrifugd y al
pellet resultante se resuso en18 nmol/L de acido acético filtrado y sé
agito durante 24 horas a 4°C para disolver el pellet.

En este trabajo se purifico el colageno a partir de cola de rata, sin embargo,
los resultados expuestos en adelante se realizaron con colageno comercial
tipo I 5 mg/mL (Gibco, USA).

4.2.1.2 Formacion de matrices de colageno con rigidez variable

Para la formacion de las matrices de colageno de rigidez \ariad
utilizé el método de gelificacion mediante temperaf@@n y col. 2009y
diferertes canceriraciones de colageno. Para esto en un tubo eppendorf se
mezclé colageno tipo tle concentraciorb mg/mL en acido acético 20
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mmol/L (Gibco, USA) con tampon salino de fosfato (PBS 10x) (para tener
un ambiente idnico estable), el protocolo eydid por GIBCO indicaba
afiadir agua, sin embargo se reemplazé por medio de cultivo DMEM (para
aumentar la viabilidad celul@roon y col. 2016)y finalmente se afiadio una
cantidad variable NaOH Ofol/L para llevar la mezcla a pH neutro. El
medio de cultivadDMEM contienerojo fenolque seutilizé para detectar el

pH neutro final. Las cantidades usadas pagaararaprocimadamente 1 mL

de matriz a diferentes concentraciones de colageno se muestra en la Tabla 1.
Una vez realizada la mezcla se agito la solucion y se incubd6 en una estufa a
37°C porl y 3 diagara formar las matrices. Siguiendo esta metodokmyia
gelifico colageno utilizando concentraciones de 0;2 y 4 mg/mL.

Tabla 1. Volumenes usados de cada compuesto para la formacion de matrices de
Colageno de diferente rigidez

0,5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL
Colageno tipo b 100 pL 200 pL 400 pL 800 pL
mg/mL
PBS 10x 100 L 100 L 100 pL 100 pL
Medio de Cultivo 800 uL 700 pL 500 pL 100 pL

4.2.2.Caracterizacion de las propiedades viscoelasticas y densidad de malla

4.2.2.1 Caracterizacion de las propiedadesmidastias de as
matrices de colageno

Las matrices de diferente concentracion de colageno fueron analizadas
por reologia. Para estedisis se realizaron ensayos oscilatorios de cizalla
en un redmetrolA Instrument DHR3 usando una geometria de plato
paralelo @ aceroinoxidable de 8 mm y ugapde 1 mm a una temperatura
constante de 37°C. Con esta configuracion se realizaron ensayos de amplitud
donde se aplica a la muestra un esfuerzo de cizalla oscilatorio dentro de un
rango de deformacién determinado (G1@D%) y < registra el esfuerzo
necesrio enpascal (Papara que alcance un cierto grado de deformacion.
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A partir de este ensayo se obtuvo el médulo de almacenam@atd ( vy
moédulodepérdida36 6 ) y se graficaron versus
de cad una & las matrices de colagernoon estos graficos se estudio el
comportamiento viscoelastico del materialy aparticGdeGp 6 s e obt uv
ma&dulo complejo G*) que contiene la contribucion dgd Gp 6 a tr av ®¢
la siguiente expresion:

0 O O Ecuacion 2

4.2.2.2 Determinacion del diametro de fibra promedio y la fraccidon
de volumen de las fibras

Determinacion del diametro de fibra promeditara la determinacion
del tamafio de fibra se utilizo imagenes SEM (Scanning Electron
Microscopy). Para la preparaai de las muestras, las matrices una vez
gelificadas en las diferentes condiciones fueron fijadas con formaldehido
2,5% por 1 dia y secadas mediante la técnica de deshidratacién por alcohol.
Esta metodologia consiste en endiafiglutaraldehido 2,5% a lasatrices de
colageno previamente gelificadas, posteriormente se lavo con buffer fosfato
y se afiadio soluciones de etanol/agua 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 70%,
80%, 90% y 100% por 40 minutos cada soludidalmente se deja evapar
esta ultima solucion de etan{@aradet y col., 1995)

El andlisis de tamafio de fibra se hizo utilizando imagenes de @,80 pum
(1280 x 960 pixels) que fueron adquiridas en 4 diferemesiciones del

plano XY de las matrices de colagendtilizando el programamageJ se

midio para cada concentracion de colageno el tamafio de aproximadamente
80 fibras individuales de colageno y con esto se calcul6 el diametro de fibra
promedio
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Determinadn fraccion de volumede las fibras Para la determinacion de

la fraccion de volumen de las fibras se fabricaron las matrices de 0,5; 1,0; 2,0
y 4,0 mg/mL de colageno, se dejaron gelificar por 1 y 3 dias a 37°C.
Cumplido el tiempo de incubacion se fijaron con formaldehido 2)6%4dl

dia y lugo se lavaron con buffer fosfato. Pasto se utilizo la técnica de
microscopia armonica de segunda generacion (SHG, por sus siglas en inglés).
El principio de esta técnica se basa en que cuando el laser del microscopio
llega al colageno &s se refleja d forma dispersas€attering y esésta la

sefal la que se detect@hen y col., 2012) A la imagen obtenida mediante
SHG se puede medir pixel por pixel su tiempo de vida, que al ser una sefal
reflejada es igual a cero, y de forma simultanea se puede medir la intensidad
de esta sefal gsto se repreata mediante un grafico de faso(Bsvornikov

y col., 2a.9).

Utilizando el microscopiacno comercialde imagenesle emisionprofunda
(DIVER, por sus siglas en inglégvornikov y col., 2019) se tomaron
imagenes deatensidady tiempo de vida de la sefial SHG del colageno tipo
I, en 3 dimensiones. Raellos se escogieroh diferentes sectores de la
muestray se obtuvieron 11 imagends 3x30 pmen Z @ um separacion

El andlisisdel volumen ocupado por el colages® realizé de la siguiente
manera: Primero, utilizando el programa ImageJ se detérehiporcentaje
del volumen total ocupado por la sefial de colageno en cada plano de
30x30x2 unP. Luego se obtuvo un promedi®l volumen ocupado por el
colageno en los 11 volumenes de caea3D Se tomaron 4ets 3Dy por
tanto para cada concentracion a#ageno se obtuvo 4 datos de volumen
total, se sac6 promedio y desviacion standard.

4.3. Crecimiento de cultivo celular enmedio de cultivo y en matrices de
colageno con distinta rigidez

4.3.1 Crecimiento de cultivo celular en medio de cultivo

El cultivo de las células NIH 3T3 se realizé mediante una metodologia
descrita previamen{®lalacrida y col., 2017)Brevemente, células NIH 3T3
(ATCC CRL-1658), fibroblastos derivados de raj@e cultivaron en medio
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DMEM a 37°C y 5% C@ Una vez finalizada la incubacion el cultivd&eo
con PBS estéril y se utilizé tripsina para desprender las céellésndo del
frasco de cultivosLa actividad de la fpsina se detuvo mediante la adicién
de suero bovino fetal.

La concentracion final de células usadas fue de 10@8&l0xs/mL. Para esto

se utiliz6 metodologias distintas dependiendo del experimento. Para los
experimentos sobre coldgeno se tomé6 una dhcdel cultivo madre y se
llevdo a 1 mL para alcanzar una concentracion de célulasl@@000
célulagmL. Mientras gqe para los experimentos dentro de colageno las
células usadas se tomaron directamente del cultivo madre.

Esta diferente metodologia se deheque, en losexperimentos sobre
colagengel colageno se gelifica previamente a la adicion del cultivo celular,
ertonces, si se toma un volumen muy pequefio las ceélolesien
aglomerarse Mientras que en los experimentos dentro de colageno el
colageno sgelifico juntoconlas célulagpor lo cual mediante pipeteo se evita
esta aglomeracion y se asegura una distributias uniformele las células

4.3.2.Crecimiento de cultivo celular en matrices de colageno

4.3.2.1 Crecimiento de cultivo celular sobmgatrices de colageno

Una vez preparada solucion de colagen@00 LL de ella se pusieron
en un plato d85mm con vidrio 6ptico en el fondp se dej6 gelificar durante
40 minutos. Posteriormentsgbre el gelse afiadio 1 mL del cultivo celular
NIH 3T3 de concentracion 100.000 células/mBe dej6é en incubacion
durante 24y 72 horas a 37°C y 80,, agregando inL adicional de medio
de cultivo cada 24 horasMedia horaantes de cada experimentte
microscopiase adicion@l medio Laurdan para alcanzar wancentracion
final 1 umol/L. Esta concentracion fue determinada usando el coeficiente
molar de extincion d€0,000(mol/L)* cm? (a 364 nm en metanol). Este
proceso se repitié para todas las concentraciones de colageno
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4.3.2.2 Crecimiento de cultiveelular dentro de matrices de
colageno

La solucion de colageno se prepard siguiendo las proporciones
especificadas en la tabla 1, posteriormente se afiadieron las células y se
afiadio 30QuL de esta solucién en plaaasiltipocillo. Posteriormente se dejo
gdificar durante 40minutos y se le afladié medio de cultivo hasta llenar el
pocillo, esto para asegurar la sobrevivencia de las células. Se dej6 en
incubacién durante 24 y 72 horas a 37°C y 5%,CGfgregando ImL
adicional de medio de cultivo con Laurdamrol/L cada 24 homs Este
proceso se repitid para todas las concentraciones de colageno.

4.4. Ensayo de viabilidad celular

Para examinar la viabilidad celular a céldescidasobreasmatrices
de colagense utilizaron dos marcadores fluorescentgsoxSOrange para
marcar los nlcleos de las células muertas y el segundo NucRed Live 647 para
marcar los nucleos de las células vivast@naron imagenagandes dé x
5 secciones, donde cada seccién temigamano de 2124 2124 um Estas
imagenes fuem tomadasisando el Microscopio Confocal Zeiss 710 NLO
usando un laser de excitacion a 547 y 638 nm vy filtros de emisionz8600
y 660-740nmpara Sytox Orange y NucReespectivamentd®osteriormente
se les aplicé un filtro de color, en donde verdeasgnta ad sefial recibida
por el SytoxOrange y rojo a la sefial recibida por el NucRed. Para contabilizar
las células seonsideraron las de mayorensidad, contabilizando las de
color vade como célulamuertasy las de color rojo comeivas

4.5. Medicion de fluidez de la membrana celular cultivada en medio de
cultivo y en matrices de colageno con distinta rigidez utilizando
microcopia de fluorescencia Laurdan
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4.5.1 Determinacion de la fluidez de la membrana celular

4.5.1.1 Cultivo celular sobreolageno

Paraobtener las imagenes para la determinacion de fluidez, el plato de
cultivo de 35 mmcon vidrio Optico saubicd en la camara de observacion
manteniendo la temperatura a°37 Las imagenes se obtuvieron el
Laboratorio de Fluorescencia Dinamiake la Universidad de Irvine
California, USA. Usando el Microscopio Confocal Zeiss 710 NLO de dos
fotones con umaserde excitacion a 780 nm y emision entre los rangos 412
464 para el canal 1 (CH1) y entre 4824 para el canal 2 (CH2) para a partir
de esas calcular la imagen de PG. Esto se repitid para cada concentracion de
colageno.

Para la obtencion de los valords PGde Laurdanse utilizé el programa
ImageJ (National Institutes of Health, EE. UU) usando el Plugin
ALSM_T o .cPlinbemlasdimageesse transformaroa formato Tiff 8bit

y se separd los canaldsy 2 (CH1 y (H2 respectivamente)Una vez
obtenidasestas imagenes se utiliz6 un macrdmageJ (National Institutes

of Health, EE. UU) para la realizacion de las operaciones requeridakpar
obtencion de las imagenes de BEGprocedimiento realizado por este macro
consisteprimero ereliminar el ruidode fondo de las imagenes CH1 y ZH
posteriormente el canal 2 se multiplica por un factor G, que rectifica que los
detectores de las dosgiones medidas puedan detectar en forma diferente,
en este instrumento el factor G es delLliego se aplico la forma de PG
(Ecuacion 1l)en cada pixel de las de 2 imagenes obtenydse obtuvda
imagen de PG

4.5.1.2 Cultivo celular dentro de col&go

De forma similar al anterior. Para la observacion de las células en el
microscopio se tomé la placa muftocillosy se puso directamentn la
camara de observacignanteniendo la temperatura a 37°C. Se utilizd un
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microscopioconfocal Zeiss 710 NL@on excitacion delos fotones con una

laser de excitacion a 780 nm y emision entre los rangoeg@4.para el azal

1 (CH1) y entre 48534 para el canal 2 (CH2) para a partir de estas calcular

la imagen de PG. A diferencia del experimento antergcéfias estaba
inmersasdentro del colageno, es decir, esta no estaba plana, sino que
inclinadas segun crecieromeel colagenopor esta razénse tomo 20
imagenes aproximadamente en el eje Z. Estas 20 imagenes corresponderian
a la célula complet&l analiss de las imagenes se realizo de forma analoga

al experimento anterior con la diferencia que se realizo pdeaw® de las
imagenes tomadas en el eje Z.

4.5.1.3 Analisis de cobertura de PGd@veragePG)

El analisis de cobertura (del inglésveragé PG permite analizar los
dominios de membrana predominantes y los porcentajes en los que se
encuentran. Para la obtencion de estos valores a partir del histograma de PG
obtenido de las membranas que corresponden a la distribucidn de pixeles
con diferentesvalores de PG se le realiza u@comvoluciéren dos
Gausianas, de esta forma se obtienen dos poblaciones de pixeles que
representan los valores de PG. Estas poblaciones de pieles representan la
diferente fluidez que esta caracterizada por un valor dg lGorcentaje
de ocupacion (%overage.
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Implementacion dela metodologia de fabricacion de matrices de
colageno con rigidez variable

Se fabricaron matrices de colageno de concentraciones®/2,Ay
4,0 mg/nk.. Seconsiderarorademasios tiempos de gelificaciéte 1y 3
dias, teniendo en cuenta que estas matrices deben presentar las mismas
condiciones que existiran cuando las células sean cultivadas en ellas. En el
caso de las células, estas secolsan después dey 3 dias de cultivo, para
permitir su crecimiento y la interaccion con la matrigl protocolo
establecido por la empresa GIBCO indica en uno de los pasode@ee
afiadiseagua a la solucion de colageno para gelificarlo, sin embatgees
reemplazdpor medio de cultivo DMEM parfavoreceique las células dentro
de coladgenopudieran vivir (Yoon y col., 2016¢hang ycol., 2017)
(Kurniawan y col., 2012)Para matener el protocolo caistente, tamBn se
reemplazé el agua por medio de cultivo para los experimeinioge las
célulasse crecierosobre colageno.

En la figura7 se observamatricesde 0,5 a 4 mg/mL delia 1 una vez
gelificadas. Se obsenem todasllas el color rosaddel indicadorrojo fenol
a pH7. La solucién de colageno concentrada (5 mg/mL) tiene como solvente
acido acético 20 mmol/L (para mantener al colageno en solucién), asi a
medida que aumenta la concentracion de colageno, mas NaOEksanee
para neutraliarlo. La difeencia de la intensidad de color rosado que se
aprecia en la figura se debe a que, dependiendo de la concentracion de
colageno, la razén entre solucion stock de colageno y medio de cultivo
cambia y a medida que aumentadacentracion de larpteina, menoes la
cantidad de medio con rojo fenol en la solucion.

28



Figura 7. Matrices de colageno gelificadd3e izquierda a derecha las concentraciones
son de 0,51,0, 2,0 y 4,0 mg/mL.

5.2 Caracterizacion de las matrice de colageno

Las matrices se caracterizaron en sus propiedades viscoelasticas
mediantereologia, el tamafio de fibra mediante microscopia SEM vy el
volumen de la matriz mediante microscopia de fluorescencia

5.2.1 Ensayogseoldgicos de amplitude las matricescolageno

La figura 8 muestraelvalord®® ( m- dul o de al macer
las cuatro matrices. Se observa Bé a u ntenfotma aumenta la
concentracion de colageno, esto porque a mayores concentraciones se acelera
la fibrogénesis debido a ammayordisponbilidad cadenas de colageno libre
proporcionando mayor rigide@Zhangy col., 2017) Los valores deG6
obtenids fuera de 100 Pa para 0,5 mg/mL y 1000 Pa para 4 mg/mL los
cuales son mayores a lo reportado en trabajos anteriores, en donde se
encuentran valores de 1 Pa para 0,5 mg/mL y 100 Pa para 4 r\gAahdr
y col., 2009)(Kurniawany col., 2012)(Mottey col.,2013) Sin embargo, la
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metodologia reportada por estos autores difiere en el tiempo de gelificacion
usado. Los mencionados reportan tiempos de gelificacion de 30 min, 90 min
y 2-3 horas, respectivamente. Reportes detdamaliura indican que haynu
aumento progesivo en el valor del médulo de Young, el cual se relaciona
con el médulo de cizalla, conforme aumenta el tiempo de gelificacion del
colageno(Roeder y col., 2002) (Madhavany col., 2010) Siguiendo esta
|6gica, los valores obtenidos ente trabajo son similares los descrita
mayores tiempos de gelificaci¢dhangy col, 2017)

Un ensayo de amplitueks util para determinar fagion linealviscoelastica

(LVR) y que corresponde al rango de deformacion (o stress) donde no existe
cambio enGo . En | as matri ceenesetrabmodsg geno
utilizé ningun entrecruzador, y por ello la estdidiad estructural de las
matrices ocurrgor interaccionesio covalentesSe ha propuesto que estas
interacciones se rompen bajo estrés, de esta forma liberando parte de la
energia aplicada y generando el ablandamienti@l que se observa a bajas
deformaciones (Figura 8).a poserior zona liral que se obsernyaiede ser
atribuida a laorientacion y alineacion de las fibras (Gralka & Kroy, 2015)
(Burla y col., 2020).

Entonces, es posible que, a concentraciones dgamdbajas, ydebido a

gue hay un menor nimero de fibsgsobsrva en mayor edidael fendmeno

de ablandamiento. En el dia 3 (Figura &B3oncentraciéon de 1 mg/nde

observa a bajasleformaciones de 0,01%umentaGoé vy manti ene
dependencia con la defoacion. Esto se puede deber a la organizacion que
presentan sudbras, las cal es poseen wuna organi z:
mientras que las concentracionele 0,5/2/4 mg/mL presentan una
organizaci-n en fimall ao. Esto se dis
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Figura 8. Modulo de almaceamiento versus deformacion oscilatoria para las matrices de

colageno del dia 1 y. ¥alores deG6

p ar a A)yHtia3dB). €ondentraciones de 0,5

mg/mL (rojo) 1,0 mg/mL (verde), 2,0 mg/mL (azul) y 4,0 mg/mL (morado).

La figura 9 AH muestra la compacion del médulo de almacenamiern®d()
y el médulo de pérdidaGp 6 ) .
gelificaciéon (dia 1 y dia 3p0 0
fluye cuando se le aplica estrés, debido a que haymayor conthucion
viscosa que elastica. Esto es contrario a lo reportadodeda® e s S i
mayor queGo iddependiente del tiempo de gelificaciMader y col., 2009)
(Kurniawan y col., 2012) (Zhang y col., 20lA@rlusohasta deformaciones
que no gperen el 250%Kurniawan y col., 2012). Al congoar las
metodologias usadasin parametro a destacar es gdp usado en las
mediciones El gap corresponde a la distancia entre los platos donde se
encuentra la muestgara la medicionEn el presente trajmase utilizé una
1 0 0 €k utdiztwun yolumende 500

geometria d& mm con ungapd e

S
es

e oObserva que
Ga Bstondicaque eh material

eL de colvilgesdaapy vbluren de coldgen@portados son
variados:Vader y col. reportaron el uso de una geometria con 40 mm de
didmetro y urgapde 109 rmutilizandoun volumen de colageno de 1,2 mL
Por otro ladg Motte y col. utilizaron una de geometria de 60 mm gap

d e 2 6in repartar kvolumen utilizado Kurniawan y col. reportaron el
uso de una geometrie40 mmyungapd e 500
¢ L e abhgeno y finalmente Zhang y col. reportargra geometria de 40

€ nmeryde 630

31

par .

e mp

v o |



mm y 1 @é&glp ne mporta volumen utilizado. Ademas, Arevalo y col.
evaluaron el efecto dghpen geometria de cizalla en colageno y observaron

gue no habia una vadi@n significaiva del valordecG6 entre | os r &
50 €3 0a ¢em ( Ar e v aPlordo cyal, existd evigdenciz Qgaps ) .
pequefios no afectaB6 de f or ma. Sis iergbargof pacgapt i v a
superiores a 509 Mo hay informacién concluyente

Por lo cual, ungosible explicacion para ebmportamiento observades el
efecto conoci daslip, eminglés) g cua sohsiste enmoe, &
menorgaputilizado, la viscosidad del material estudiado disminuye. Hensen

y Mackay propusieron cuatfmosibles mecasmos para este efecto, dent

de estos destaca el mecanismo de capa desenredada. Este modelo supone que
entre los limites de la geometria utilizada y la matriz hay una capa de espesor
finito con una viscosidad inferior al de la viscosidpdrante de la mestra.

Esta capa tendria mer viscosidad porque estd mas desenreffdelason &

Mackay, 1995)(Zhai y col.,, 2000).En nuestra experiengiacuando se
realizaron los ensayos de amplitud, tauestras presentaban una cantidad de
liquido evideme, por lo tanb, es posible en nuestro casl a Acapa
desenredadaodo propuesta paoontribthaakon vy
fluidez de la muestra, resultando en un aumento en el vagd dddemas,

se observgue esto es mas prominente a menocoegetracionegFigura 9

A-B, E-F) que a mayoresoncentracione@-igura 9 GD, G-H) de colageno

En efecto,mayor concentrabn hay menor proporcion de agua en las
matrices. Ademas, se ha reportado el uso de cubre objetos cedn-iEiha

para fijar a las mates de colag® y evitar que estas resbal(Nam y col.,

2016) (Burla y col., 2020)

Es interesante notar que en los grafico&deGp 6, exi st e una d
donde se intersecan ambos médue8G6 6 ) . Adem8s, se ev
interseccion déos moédulas ocurrea menor deformacion con el aumento de

las concentraciones de colageno. Desde el punto de vista fisico, antes de la
interseccionGo< Go)@xiste una mayor contribucion viscosa, es decir una
mayor tendencia a fluir, mientras que a mayoodefcion(G6> Go6 ))@xiste

una mayor contribucion elastica. Estos resultados son consistentes con lo
reportado en relacion del fendbmeno de rigidizacion por deformastiaing

stiffening reportado poZolfahari y col. y tambiénel ablandamiento por
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deformacion 6train-softening. Este fendmeno fue inicialmente reportado

por Kurniawan y col. en el 2012 y explica que este efecto viscoelastico se
puede deber al deslizamiento de las fibras entre sus entrecruzamientos y se
ha demostrado que la adicidon de errnigami@tos gqumicos permanentes en

la matriz, reduce este deslizamiento y por ende reduce el ablandamiento por
deformacion (Kurniawan y col., 2012) (Zolfaghari y col., 2020).

A mayores concentraciones de colageno hay una mayor cantidad de fibras de
colageno y sto gemra un aumento de la contribucién elastica de la matriz.

Sin embargo, en el dia 3 se observa que las concentraciones de 0,5y 1 mg/mL

la deformacion alacu®6 6 s e | nGber saeauaree nd @an Mi e nt
mantiene constante a concentoaigis magres decolageno. Para poder dar

una explicacion a este comportamiento primero hay que entender el
comportamiento de la matriz y de las fibras al aplicarles estrés

Se ha propuesto que la causa del comportamiento viscoelastico presente en
las fibrasde col@eno cando se aplica un esfuerzo de cizalla es debido a la
cizalla interfibrilar producida por el deslizamiento relativo de las fibrillas.
Esto permite a la matriz disipar la energia aplicada a través del deslizamiento
entre las fibrillas. Este dekzamianto redice la cantidad de deformacion que

es transmitida a las fibrillas y, por lo tanto, baja el moédulo macroescalar del
tejido. (Szczesny & Elliott, 2014)

Ahora bien, como esto afecta a nivel de una sola fibra de colageno, se ha
propuesto que el esfuerzo aplicado genera un reordenamientro molecular
entre las fibra de colageno y las moléculas de agua. Cuando se aplica estrés
a la fibra de colageno las moléculas de colageno se reordenan de diferentes
formas. Primero las cadenas de colageno se desenredan y se estiran, para
luego deslizarse entre si.d@riormenteds moléculas de agua que rodean al
colageno pueden rotar, trasladarse dentro de la fibra o ser expulsadas de la
fibra resultando en una reorganizacion de la red de. &joalmente, este
reordenamiento del agua puede crear un estrés opuEsdtinglésback

stres$ en la fibra. Cuando el estrés aplicado se retira el estrés opuesto
acumulado causa que el colageno y las moléculas de agua dentro de la fibra
se reordenen. Sin embargo, cuando la magnitud del estrés opuesto es igual al
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estrés apliodo la fibra yano vuelve a su forma original (ya no haceep)y
la matriz fluye(Sheny col.,2011)

Entonces, es posiblegue en las concentraciones de colageno de 2 y 4 mg/mL
debido a que hay una menor proporcion de agua y un mayor numero de fibras

la deformacion alaquéd 6Gdy s e i ntersecan se man
menores concentraciones de colagenoeamtan Por otréado, se observa que

a deformaciones mayoreG6 6 se vuel ve @ iennt elr 3 ¢e
concentraciones de colageno de 2 y 4 mg/mL. Esto significa que elahateri
tiende a fluir. Esto se puede deber a que a mayores concentraciones de
colagenolas cadenas deolimeros de las matrices tienden a ceder a
deformaciones mas bajas (del inghds]d strain), mientras concentraciones

de colageno menores se presentan @uedportar una mayor deformacion

antes de cedé¢Kregery col.,2010 (Motte & Kaufman, 2013)Esto se podria

atribuir a que a menores a@ntraciones deolageno hay una mayor cantidad

de agua por lo cual tiene una mayor acumulacion de estrés opuesto lo que le
permite resistir una mayor deformacion antes delgwadena ceda.
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Figura 9. Ensayo de amplitud enfiemacion oscitoria de las matrices de colageno para
elDialyDia3Enlafigurasemuest@ (c2r cul os y 6GG&d4a §(nhag2url owsl
y triangulosabiertos) para el Dia 1 ¢(B) y el Dia 3 (EH) para concentraciones de

colageno a 0,5 mg/mLdjo), 1 mg/mL yerde), 2 mg/mL (azul) y 4 mg/mL (morado).

Finalmente, pra comparar la rigidez de los diferentes sistemas se establecio
como referencia undeformacion de 0,26, debido que a esa deformacion
ambos dias presentan una regidn viscoelastmsistentey sedetermind el
modulo complejo G*). En la Figura D se observa que a mayor
concentracion de colageno el médulo complejo aumenta, es dagid&zr

de la matriz es mayplo cual concuerda con lo reportagkurniawany col.,

2012) (Vadery col., 2009) Ademas, cuando se compara ldasdl y 3
tambén hay un aumento leve de la rigidelaramente asociado a un mayor
tiempo de gelificaciorSe realizé un test ANOVA en donde se determire qu

la variacion de G* al pasar del dia 1 al dia 3 no es significgiva.09.

1500 -
Dia 1
Dia 3
_ 1000
©
Q
x
O
500 - I
I
I = 1 I
0 | 1 | 1
0.5 1 2 4

Concentracion colageno (mg/mL)

Figura 10. Modulo complejo de las distintas concentraciones de colageno

36



5.2.2 Determinacion del diametro de fibra promedio

Para la obtencion de las imdgenes SEM de las matrices colageno
primero se consideré el método de liofilizacion comieaspropuesto eotros
trabajos(Lohrasbi y col., 2020)Sin embargo, demostraba ser muy agresivo
para ladibrasy estas s destruiawompletamente. Pasta razon se optd por
utilizar el método de secado mediante alcohol, usado para muestras
biologicas(Moran & Coats, 2012y que mostro mejores resultados (Figura
11y 12).

En ambodiempos de gelificacion (dia 1 y dias®) observa que al aumentar
la concentracion aumen& nimero de bras. Esto debido a que hay una
mayor cantidad de colageno puoililitro y por lo tanto al momento de llevar
a pH neutro y gelificar37 °C se forman mas fibras que a menores
concentracioneg¢Buehler, 2006) Esta podriaser una de las razonegel
aumend deG’" (Figura 10).

Destaca e laorganizaciorde la matriz dd mg/mL (Figura 11B y 12Bjjue

a diferencia de las otras concentraciorigs)e una organizacié que se
asemejanasuna Afi brao mientras que | as
organizacion similar a uria ma | (Higara 11 A, C y Dsiendomas noto

al gelificardurante masempo(Figura 12 A, Cy D)

Este tipo de organizacion @de explicael comportamiento d&oévisto en

las matrices de colageno de 1 mg/mL (Figura 8B) en la cual se observa un
aumentoenlgG6 m8xi mo y una dependenci a
reportado que al gelificar @olageno en una direccionalidad paral@e

fibra), envez de ortogonal (nfla), aumentasu fuerza de tensién, que es el
maximo estrés que puede soportar un material antes de ror{ipens&a y

col., 2011) Por otro lado, se han propuesto dos mecanismos de plasticidad;
el primero es a nivel ded de las fibrade colageno quiedica que al aplicar

un esfuerzo las fibras agrupadas se empiezan a desprender debi@ldidda p

de interacciones no covalentes. El segundo mecanismo se refiere al
alargamiento de fibras debido a deslizamiento de loaaaunidos(Burlay

col., 2020)
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Figura 11. Imagenes SEM de las fibras matrices ddistinta concentracion de
colageno dia.Imagene$SEM de las matrices de colageno con concentra@dhsl
mg/mL (A), 1,0 mg/mL (B), 2,0 mg/mL (C), 4,0 mg/mL (D) y gelificadas durante 24
horas.

Figura 12. Imagenes SEM de las fibraa matrices ddistinta concentracion de colageno
dia 3 ImagenesSEM de las matrices de colagecon concentragn de 0,5 mg/mL (A),
1,0 mg/mL (B), 2,0 mg/mL (C), 4,0 mg/mL (D) y gelificadas durante 72 horas.

38































































