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Resumen. Estudios anteriores han propuesto que la migracion celular es mediada por adhesion local de las
células a un sustrato y que estas fuerzas de adhesion pueden estimarse a partir del patron de arrugas que se
genera en la membrana. Este trabajo tiene como objetivo profundizar en las caracteristicas de la membrana
utilizada como sustrato para ensayos de adhesion celular. Su espesor y modulo de elasticidad fueron
determinadas mediante microscopia de efecto fuerza. La manifestacion de fuerzas de adhesion celular a estos
sustratos se realizo utilizando como células fibroblastos humanos y neuroblastos de ratdn, sobre el sustrato de
PDMS, observadas en un sistema de microscopio optico con un interferometro de Michelson que permite una
resolucion vertical de ~0,3 um con una fuente de sodio (An,~ 595 nm). Este sistema hace posible reconstruir la
superficie pudiéndose distinguir sitios de adhesion y patrones de arrugamiento del sustrato. Luego, se modela
estos patrones de arrugamiento en un espacio tridimensional utilizando modelos para placas delgadas bajo
deformaciones moderadas. Las condiciones de borde del problema respecto de la tensidon superficial de
membranas de PDMS se han obtenido mediante una experiencia de vasos comunicados.
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INTRODUCCION

Los fenémenos de adhesiéon son de gran
relevancia para los sistemas bioldgicos. La
dinamica de sintesis y degradacion del
citoesqueleto y la adhesion de este con
proteinas asociadas, juega un rol principal
a nivel de sostenimiento de organelos
(subcelulares), migraciéon de células [,
anclaje de tejidos (drganos) ¥ e incluso a
nivel de la conformacion del organismo
completo.

Para estudiar fuerzas de adhesion celular
a sustrato [2], se han desarrollado técnicas
sorprendentemente simples principalmente
durante las ultimas décadas del Siglo XX.
Por ejemplo, el método de Oliver, et al. 3 ],
quienes propusieron estimar estas fuerzas,
en funcion del desplazamiento relativo de
particulas de latex, localizadas
aleatoriamente, sobre el sustrato de

silicona. Esto corresponde a campos de
deformacion elastica discretos, lo cual
inevitablemente desperdicia y/o modifica
la informacion recogida en las mediciones.
Entre estos métodos se encuentra un
arreglo periddico bidimensional de micro
agujas hechas de PDMS ! en la cual se
montan células y se estiman las fuerzas
ejercidas por estas en funcion de Ila
deflexion de las micro agujas. Este
sustrato no parece nada comodo para las
células ya que una distribucidon tan
periddica no se asemeja a su ambiente
natural. La migracion celular es mediada
por adhesion de las células a un sustrato,
sobre el cual ejercen fuerzas localizadas
(del orden de las decenas de pN), cuya
distribucion en la membrana celular no
manejaremos. Las adhesiones focales son
los puntos de aplicacion de dichas fuerzas
que se manifiestan en forma de pliegues
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en un sustrato continuo. Este método fue
utilizado por Burton, er al.l”), quienes a
partir de la estructura de pliegues, largo y
longitud de onda (ancho), buscaban la
manera de estimar las fuerzas ejercidas por
la célula. Segin pruebas realizadas, el
largo de los pliegues se debe a la fuerza
ejercida por las células que depende de la
tension en los bordes de la membrana y no
de las propiedades elasticas de la
membrana. Ademas la longitud de onda de
los pliegues cambia muy poco con la
fuerza, es decir, la medicion de Ajeeue para
obtener la fuerza es muy poco sensible
para coeficientes de Poisson ~ 0,5.

Como objetivo se tiene el disefio de una
experiencia que permita determinar
cuantitativamente la magnitud de las
fuerzas de adhesion de la célula a un
sustrato  particular, en funcion de
parametros de la deformacion elastica del
sustrato. Esto hace primordial conocer las
propiedades de la membrana utilizada
como sustrato para la célula. En nuestro
caso, el sustrato utilizado es PoliDiMetil
Siloxano (PDMS, Sylgard™ 184), que
posee funcionalidades que permiten el
entrecruzamiento de cadenas de polimero
y con ello la formacion de una membrana.

Las células utilizadas como prueba
fueron fibroblastos de pulmén humano y
neuronas tumorales del sistema nervioso
periférico de raton.

MATERIALES Y METODOS

La preparacion de las membranas se
realiz6 de la siguiente manera: se deja un
area rectangular descubierta en el wafer de
silicio (utilizado como espejo), en ese
lugar se deja caer una gota de PDMS,
luego se centrifuga a una velocidad
constante para homogenizar el espesor del
sustrato. La altura del sustrato de PDMS
en fase liquido, depende del tiempo de
centrifugacion de manera exponencial
como H[t] = Hy ¢¥" + ho(1 — ¢*"), donde

Hy es la altura inicial de la gota, hy es el
espesor en equilibrio ~ 1 pm y 1 es un
pardmetro de decaimiento, el cual es
funcién de la velocidad de rotacion. Se
prepararon  varios  sustratos  usando
tiempos de centrifugacion entre 10 y 240
segundos. Luego se calienta el sustrato a
1300 °C, por menos de un segundo,
produciéndose entrecruzamiento entre
cadenas de PDMS (transformacion a fase
‘membrana elastica’) a poca profundidad
desde la superficie de la gota.
Posteriormente, al pasar de 1300 °C a
temperatura ambiente la membrana sufre
una contraccion oL (ver fig. 1), la cual
incrementa la tension de la membrana.
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Figura 1. (a) Perfil de mojado del PDMS sobre
un wafer de silicio. (b) efecto de la contraccion de
la superficie luego de la vulcanizacion.

Después de la vulcanizacion, se deja un
par de horas en reposo para que relaje la
membrana. Esto ocurre cuando la region
horizontal se posiciona en el centro del
sustrato (fig.1a), donde preferentemente
seran observados los pliegues efectuados
por la actividad migratoria de las células.
Para poder resolver la altura de pliegues
(¢ de la Ec.1) efectuados por las células
sobre el sustrato, se realizan las
observaciones del comportamiento celular
por medio de una camara digital, la cual
recibe directamente la luz de un
microscopio Optico por reflexion con un
interferdmetro de Michelson en Ia
modalidad de contacto oOptico. Esto se
traduce en la generacion de un patron de



lineas de interferencia con una diferencia
de altura entre dos lineas consecutivas de
~ 300 nm, utilizando una fuente de sodio
(ANa ~595 nm), donde la distancia segun el
eje vertical es equivalente a la diferencia
de camino 6ptico de los haces y se calcula
como d, = Ana/2n (donde n es un numero
entero). Por ejemplo en la figura 2b, se
observa la curvatura del borde de una
membrana de PDMS sobre un wafer de

silicio,
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registra la migracion celular.

Se puede modelar los pliegues efectuados
por las células en la membrana, bajo
condiciones de elasticidad de placas, como

la ecuacion 1:

_FKE . v4§=h[a azfm ¢ L, azgj
12(1-07) M ox ” oy’ ¥ oxoy
Ec.1, Landau & Lifshitz, *Teoria de la elasticidad’.
Siendo h el espesor del sustrato, & la altura
de los pliegues, o el coeficiente de Poisson
de la membrana, E el médulo de Young de
la. membrana y oj son las tensiones
necesarias para realizar los pliegues en la
membrana, descritas en coordenadas
cartesianas (eje y normal a la fig. 1). Por
este motivo, requerimos medir el espesor y
el médulo de Young del sustrato. Ambas
mediciones seran realizadas en un
microscopio de efecto fuerza (AFM,
atomic force microscope). Mediante un
analisis de seccion se obtendra el espesor
h y una curva de calibracion de fuerzas
realizada en el modo de contacto nos
entregara el valor E/(1-c7) del sustrato.

Se hard un andlisis de energia para
establecer las condiciones de borde de la
membrana. Para ello se requiere modelar
el comportamiento de la tension
superficial (y) con y sin vulcanizado. El
procedimiento que se utilizd fue un
experimento de vasos comunicados, tal
como se muestra en la figura 3. La
variacion de presion AP, generada por la
diferencia de altura entre los vasos, debe

Figura 2. (a) Esquema del Interferometro de
Michelson. (b) Con la longitud de onda de la luz
de sodio se obtienen lineas de ~ 300 nm de
ancho (resolucion vertical).

ser contrarrestada por la curvatura de la
AP~ 0 AP # 0

con una altura de 6,6 um.

Luego sobre una membrana, tal como la
mostrada en la figura 2b, se agrega una
alicuota de medio de cultivo que contiene
células. La camara digital, se programa
para obtener fotografias cada 30 segundos
o un minuto durante una hora. Estas
imagenes, son vinculadas
secuencialmente, generando un video que

Figura 3. Esquema de experimento de vasos
comunicados para estimar la energia
superficial, Y = 6 hiembrana-



superficie. Esta debe soportar una tension
de superficie o en la membrana de espesor
himembrana obteniéndose la tension
superficial como Y = G hmembrana-
Introduciendo estas condiciones en el
modelo de la ecuacion 1 podremos obtener
los campos de esfuerzos que generan tales
pliegues en la membrana (efectuados por
las células). Tanto los fibroblastos como
las neuronas fueron cultivados, por
separado, con medio esencial minimo
(MEM) y suero fetal bovino (SFB), a una
temperatura de 37 °C y en presencia de 5%
de C02

RESULTADOS

Se observo el patron de arrugas realizado
en el sustrato de PDMS, por el fibroblasto
mostrado en la figura 4 a la izquierda. En
esta figura es posible observar pliegues,
los cuales se ven como deformaciones en
el patrén de lineas, fuera del contorno del
fibroblasto, a ambos extremos de la célula.
Como puede observarse en la figura 4 de
la derecha, los pliegues, producidos por
los neuroblastos sobre el sustrato de
PDMS, no son lo suficientemente grandes
para ser detectados directamente con
microscopia Optica por reflexion en
interferencia de Michelson con luz de
sodio, sin embargo, con mayor aumento,
como el usado para el fibroblasto, sera
posible reconstruir computacionalmente
la superficie a partir de estos videos,

Figura 4. (izq) fibroblasto,

se distinguen
pliegues a ambos extremos de la célula. (der)
Cuatro neuroblastos adheridos a un sustrato de
PDMS, no se observan pliegues. Microfotografia
optica con patron de interferencia de Michelson.

ya que en presencia de pequenas
deformaciones, la membrana puede
modelarse utilizando la teoria elastica de
placas (Ec. 1). La reconstruccion de estas
superficies ha permitido visualizar los
pliegues debidos a fuerzas de adhesion y
el movimiento de masa celular en células
adheridas. Con el fin de conocer el espesor
de la membrana se realiz6 un analisis de
contacto superficial en AFM. Este consiste
en palpar la superficie de la muestra con la
punta o tip. Su constante de restitucion a la
deflexion es conocida y la llamaremos k.
Esta deflexion es medida con la desviacion
que sufre la reflexién de un haz laser en el
tip. Al utilizar el modo de contacto para
realizar un andlisis de seccion se obtuvo
una medida del espesor del sustrato de ~
63,31 nandmetros. Este valor fue estimado
como 100 nm a partir de la imagen
obtenida por interferencia dptica. Ademas,
con el fin de obtener el mdédulo de Young
y utilizando nuevamente el modo de
contacto en AFM se obtuvo el diagrama
de la figura 5 para un wafer de silicio con
sustrato vulcanizado. La situacion de la
medicién en AFM se modela

como el problema de Hertz en que las
superficies en contacto son la membrana y
el tip. Considerando como muy grandes
los valores de la curvatura del sustrato y el

modulo de Young del tip se obtiene,
4EV R

Fekio=—— ¢
3[1-07] , donde k; = 0,58

N/m es caracteristica del tip, 0 es la
deflexion del cantilever (ordenadas en la
figura 5), E es el mddulo de Young, R es
el radio de curvatura del tip (5nm), e es el
espesor de penetracion del tip en la
muestra. El ajuste del régimen de Hertz se
realiza solo en la parte baja de la curva
experimental de la figura 5 puesto que
para una mayor penetracion del tip la
pendiente se acerca a la del wafer de
silicio limpio. Tomando € como 1 nm, se
obtiene E/(1-67) = 10,996 + 0,002 Mpa =



E*, que es la razon entre el modulo de
Young y uno menos el coeficiente de
Poisson al cuadrado del sustrato de PDMS

vulcanizado.
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Figura 5. Datos experimentales obtenidos por
contacto de la superficie de un sustrato de PDMS
vulcanizado, en AFM. En el recuadro se observa

que es analogo al problema de contacto de Hertz.

Este valor es razonable para un elastomero
relativamente rigido. Se sabe que el
moédulo de Young de los fibroblastos esta
en el rango de los 2 hasta los 50 kPa.
Recordemos que E* se requiere para el
modelo de la ecuacion 1.

Antes de comenzar a probar fuerzas sobre
el sustrato se deben conocer las
condiciones iniciales de  tension
superficial del PDMS. Esto se cuantifico
con la técnica de vasos comunicados
mostrada en la figura 3. En fase liquido es
Y = VeoMmstiqaie) = 22,87 dlnas/cm y se puede
calcular como Ap =p gh =2 v/R, donde R
es el radio de curvatura de la gota. Esto
aparece como lineal en el grafico de la
figura 6. Se ha supuesto que al vulcanizar
el sustrato la tensién en la interfase
membrana-aire permanece con el mismo
valor que cuando era solo liquido-aire, a
pesar de generarse una nueva interfase
liquido-membrana. Si se ha considerado la
aparicion de una contribucion asociada a
la contraccion por enfriamiento (figura
1b), asi la nueva tension superficial de la

interfase PDMS-vapor luego de Ia
vucanizacion queda como

s SL ..
YPDMS/Vapor:y = Y+ B ( /OLZI‘):V utlhzando
este Y’ en Ap =2 y’/R y teniendo en cuenta
la geometria dada en la situacion de la

figura 3, en que R sen® = r,

["® Exporimontal data PDMS liquid |
= Experimental data PDMS membrane 7
= Fil model 1 ) g

— Fit model 2 2 p 28 .

500 -~ Fit model 2: linear aproximation | s=BR i)
I"
-
-
'_H

400f -~

r=02 em By

y= 2287 dynesicm e

B=3307 dynesicm s o

a= 0.9083 i

AP [dynestent]
2
o

g
=]

100

o " L M M L L M L L
[} [ ] 02 o3 0.4 [E-] a8 [ Fr) 0.8 oe 1

R
Figura 6. Ajuste de datos experimentales para
estimar la tension de superficie. Se observa un
comportamiento lineal para PDMS liquido, en cambio
el modelamiento de los sustratos vulcanizados es algo
mas complicado. La linea punteada corresponde a la
aproximacion de primer orden.
se obtiene que una diferencia de presion,
de la fuerza ejercida por la diferencia de
altura entre las columnas de PDMS liquido
sobre la membrana, con la otra cara a
presion atmosférica se modela con la
ecuacion:
Ap = (2/r)[y— B] x + (2B/ar)arcsen(x),
donde r es el radio de la base del sustrato
que tiene el valor fijo de 0,2 cm, B es la
tension (eldstica) de la membrana debida a
la contraccion  por enfriamiento
(parametro), x = r/R (R, radio de
curvatura) y o corresponde al coeficiente
de contraccion-dilatacion activo de la
membrana (pardmetro). Del ajuste se
obtiene el coeficiente o= 0,9093, entre
cero y uno, con lo que podemos hacer
notar la ocurrencia de una contraccion del
perfil del sustrato cercano al 90% de su
longitud inicial. El resultado para B fue de
339,7 dimas;  Para corroborar estos



resultados usamos el hecho que B = E h,
esto con un coeficiente de Poisson de 0,5
E = (1-02) E* = 8,247 MPa, nos entrega
un espesor promedio de 41 nm. Este valor
es consistentemente menor que el medido
en AFM, puesto que se trata de un
promedio sobre todo el sustrato asumiendo
propiedades elédsticas uniformes. La
medicion en AFM se realizé en el borde
de la membrana y el sustrato relajado
suele ser mas delgado en la zona central.

DISCUSION

El tamafio de las arrugas o pliegues en la
membrana de PDMS, estd dado por la
separacion y desplazamiento relativo de
puntos de adhesion de la célula al sustrato.
El célculo indirecto realizado para el
modulo de elasticidad, con el fin de
caracterizar la rigidez de la membrana,
podria ser reemplazado por un ensayo de
microdureza por indentaciones, el cual
proporciona el modulo de Young
directamente y por lo tanto con menos
probabilidades de error.

En el caso mostrado en la figura 4 el
aumento, dado por el lente objetivo y el de
la camara, es bajo. Esto permite que pocas
lineas de interferencia pasen sobre cada
célula, obteniéndose una resolucion
insuficiente para generar la reconstruccion
matematica de la superficie. Al usar lentes
con mayor aumento, se acorta la distancia
focal. Esta distancia esté restringida por la
altura de la muestra (1 mm aprox.).

CONCLUSIONES

El patron de arrugas depende de las
condiciones de tension en los bordes de la
membrana. La tension de la membrana de
PDMS es mayor mientras menor sea el
tiempo de centrifugacion del sustrato. Un
sustrato mas tenso sera menos deformable.
Ya que las fuerzas en cuestion son del
orden de los pico Newton, las

deformaciones de la membrana de PDMS
son lo suficientemente pequenas para
aplicar la teoria de elasticidad para placas
delgadas.

El experimento se realiza en forma
analoga para los dos tipos de células
utilizados, siendo en el caso de los
neuroblastos cuando las fuerzas de
adhesion estan mas localizadas y son mas
débiles.
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