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RESUMEN

Las caracteristicas fisicas de las células vivas, en particular su morfologia y
su respuesta mecdnica, proporcionan informacién relevante sobre sus procesos bio-
quimicos internos y su interaccién con su microambiente. Existe un creciente interés
por cuantificar estas propiedades y relacionarlas con procesos biolégicos y patologi-
cos de interés biomédico. Sin embargo, para establecer estas relaciones, es necesario
desarrollar metodologias que permitan caracterizar estas propiedades e identificar

los parametros que mejor describen el estado fisico de las células.

En esta tesis se desarrollé una metodologia para la caracterizacion morfologica
de células adherentes, basada en microscopia 6ptica, segmentacion celular y analisis
cuantitativo de descriptores de forma. Entre las métricas evaluadas, la complejidad
de forma (SC) y la circularidad resultaron ser las mds informativas para describir
la variabilidad morfolégica observada en distintas poblaciones celulares. La com-
binacion de estas métricas permitié identificar fenotipos morfolégicos predominan-
tes, comparar diferentes poblaciones celulares e identificar células con caracteristicas

morfoldgicas asociadas con alteraciones en su estado fisiologico.

Un resultado relevante de este trabajo fue el desarrollo de diagramas de fase
construidos a partir de SC y circularidad, los cuales permitieron representar si-
multaneamente informacién cuantitativa y cualitativa de poblaciones celulares. Esto
facilito la visualizacion de cambios inducidos por tratamientos experimentales y per-
mitio identificar fenotipos morfoldgicos asociados con distintos estados celulares. Su

aplicacion al estudio de células HUVEC tratadas con miel hizo posible distinguir

XVIII



RESUMEN XIX

morfologias compatibles con una respuesta proangiogénica y fenotipos asociados con
una disminucién de la viabilidad celular, incluyendo la identificaciéon de una morfo-

logia caracteristica de células no viables.

La metodologia desarrollada fue integrada posteriormente con experimentos
simultdneos de microscopia 6ptica y microscopia de fuerza atéomica para obtener de
manera conjunta caracteristicas morfologicas y viscoelasticas en células individuales.
Esta aproximaciéon permitiéo comparar distintos modelos mecanicos para describir la
respuesta viscoelastica celular y explorar la relacion entre la complejidad morfoldgica
y la rigidez celular. En conjunto, los resultados obtenidos muestran que la metodo-
logia propuesta constituye una herramienta accesible para el estudio de células vivas
y puede complementar investigaciones relacionadas con migracién, adhesién celular,
respuesta a tratamientos y caracterizacion biomecanica. Trabajos futuros deberan
evaluar su aplicabilidad en otras lineas celulares y profundizar en la relacion entre

la morfologia, las propiedades mecanicas y el estado biolégico de las células.



CapiTULO 1

INTRODUCCION

En este capitulo se presenta el planteamiento general de la investigacién. Pri-
mero, se describe la importancia de analizar cuantitativamente las propiedades fisicas
de las células y la necesidad de contar con metodologias que permitan estudiar de
manera conjunta su morfologia y respuesta mecanica. Posteriormente, se revisan an-
tecedentes relacionados con el uso simultaneo de microscopia 6ptica y microscopia
de fuerza atémica, destacando sus alcances y limitaciones. Finalmente, se establece
la justificacion del trabajo, la hipdtesis y los objetivos que guian el desarrollo de esta

tesis.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las células son consideradas la unidad més pequena de vida, son organismos
capaces de moverse, alimentarse y reproducirse por si mismas. A su vez tienen pro-
piedades emergentes que les otorgan la capacidad de formar sistemas complejos para
llevar a cabo funciones que mantienen a los organismos multicelulares vivos, los
cuales requieren de células especializadas que desarrollen funciones especificas [1].
Esta especializacion hace que las células hayan desarrollado caracteristicas fisicas

particulares con base en su funcién [2].



CAPITULO 1. INTRODUCCION 2

Las propiedades fisicas de las células, como su morfologia, respuesta mecanica,
organizacion del citoesqueleto y capacidad de migracién, dependen tanto de sus
procesos bioquimicos internos como de su interaccién con el microambiente. Por
ello, pueden utilizarse como biomarcadores para obtener informacion sobre procesos
clinicamente relevantes, como la progresién de una enfermedad, la respuesta a un

tratamiento o la malignidad de una neoplasia [3, 4].

A pesar de los avances en biofisica celular, el analisis cuantitativo de las propie-
dades fisicas de las células atin presenta retos metodolégicos. La morfologia celular se
ha estudiado mediante descriptores geométricos y herramientas matematicas basadas
en el contorno, mientras que la respuesta mecéanica se ha analizado desde el enfoque
de la materia suave y mediante técnicas como la microscopia de fuerza atémica [5, 6].
Sin embargo, no existe una metodologia completamente estandarizada que permita
analizar de manera conjunta la forma celular y su respuesta mecénica en células

vivas.

Por ello, existe la necesidad de definir parametros cuantitativos que describan
con precision las propiedades fisicas de las células y permitan realizar inferencias
biolégicas a partir de ellas. La delimitacion de estos parametros puede facilitar la
comparacion entre poblaciones celulares, la identificacion de células con caracteristi-
cas anormales o potencialmente malignas, y el seguimiento de cambios asociados con

tratamientos o estimulos externos.

1.2 ANTECEDENTES

En la literatura, son escasos los estudios que combinan de manera simultanea
microscopia de fuerza atomica con microscopia 6ptica o de fluorescencia. No obstan-
te, esta aproximacién resulta de interés, ya que permite estudiar de forma conjunta
la respuesta mecanica de las células y sus caracteristicas morfologicas u épticas. A

pesar de este potencial, las metodologias reportadas no son homogéneas y difieren
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principalmente en la forma en que se obtiene la informacién mecanica. Algunos es-
tudios han utilizado técnicas de nanoindentacién [7, 8, 9], mientras que otros han
empleado mapas viscoelasticos obtenidos mediante las técnicas Force-clamp-force
mapping [10] y Peak-force tapping [11]. No obstante, solo algunos de estos trabajos
consideran a la célula como un material viscoelastico. En la mayoria de los casos,
la respuesta mecénica se caracteriza mediante modelos puramente elasticos, lo que
limita la descripcién de fenémenos dependientes del tiempo, como la viscosidad y
la relajacion. Ademds, varias de estas metodologias se realizan en muestras secas,
por lo que las células deben someterse a procesos de preparacion que comprome-
ten su viabilidad. En consecuencia, las propiedades medidas pueden no representar
adecuadamente el comportamiento fisico de células vivas, reduciendo su relevancia

bioldgica y clinica.

A esta limitacién mecanica se suma una limitacion en la caracterizacion mor-
fologica. En general, estos trabajos no emplean métricas morfolégicas cuantitativas
como biomarcadores, sino que recurren a descriptores cualitativos para separar las
células, trabajar con poblaciones heterogéneas o localizar componentes del citoes-
queleto. Asimismo, los estudios que utilizan la morfologia para caracterizar etapas
de desarrollo del cancer suelen centrarse tinicamente en la descripcion morfolégica,

sin incorporar el andlisis de las propiedades mecénicas celulares [12].

En estudios recientes, Yang et al. [13, 14] proponen una metodologia para
observar el proceso de indentacion de las células en tiempo real al momento de
obtener el modulo de Young. En estos experimentos, el microscopio 6ptico se coloca
lateralmente, de manera que se tiene una vista de la seccién efectiva sobre la cual se
aplica la fuerza uniaxial del cantilever. Sin embargo, a pesar de anadir el microscopio,

no se realiza un anélisis morfolégico cuantitativo.

En otra aproximacién, Guan et al. [15] proponen una metodologia para carac-
terizar células de cancer por medio de un estudio en el que se obtiene la rugosidad,

la ondulacién, entre otras métricas topograficas de la superficie. Debido al uso de
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las técnicas PeakForce y Force-Volume [16], los autores lograron estimar el médulo
de Young en distintas regiones de la célula [17]. Si bien este estudio permite obtener
una resolucion de imagen nanométrica, extraer informacién sobre la corteza extra-
celular y obtener datos precisos sobre el médulo de Young, las células no pudieron
ser escaneadas por completo debido a su tamano, por lo que no es posible evaluar la

morfologia del contorno.

Finalmente, Young et al. [18] emplean microscopia dptica y microscopia de
fuerza atéomica de manera simultdnea en células vivas mantenidas en celda liquida.
Mediante este arreglo, los autores analizaron propiedades mecanicas y morfoldgi-
cas en distintas lineas celulares, asi como su correlacién con la expresion de genes
asociados con mayor invasividad. Sin embargo, la metodologia descrita utiliza tni-
camente descriptores convencionales derivados de aproximaciones elipticas, lo cual
podria omitir informacién relevante del contorno celular para diferenciar con mayor

precisién entre una linea celular y otra.

En este contexto, la integracién simultanea de microscopia éptica y micros-
copia de fuerza atémica representa una alternativa relevante para mejorar la carac-
terizacion celular. Esta aproximacién puede contribuir a obtener una clasificacion
mas precisa, estudiar la relacion entre distintas propiedades fisicas de las células y

generar un volumen considerable de datos en un intervalo de tiempo reducido.

1.3  JUSTIFICACION

Las propiedades fisicas de las células (forma, propiedades mecdnicas, arqui-
tectura del citoesqueleto, potencial de migracion, adhesién, etc.) pueden aportar
informacion sobre su funcion, su fisiologia, su etapa en el ciclo celular y su estado de
salud. Este ultimo es de vital importancia al estudiar el progreso de enfermedades y

evaluar la efectividad de tratamientos en desarrollo.

Cuantificar la morfologia de las células e identificar las caracteristicas que per-
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mitan distinguir entre diferentes fenotipos y/o evaluar el estado de salud de células
vivas, asi como su correlacién con la respuesta mecanica llenaria una brecha de cono-

cimiento y permitiria estudiar diferentes sistemas celulares bajo los mismos criterios.

1.4 HirOTESIS

Es posible desarrollar una metodologia para obtener métricas que permitan es-
tudiar el comportamiento de las propiedades morfolégicas y viscoelasticas de células

vivas.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 GENERAL

Desarrollar un método de caracterizacién de propiedades morfologicas y vis-
coeléasticas de las células basado en métricas cuantitativas que funja como herra-
mienta de clasificacién para evaluar el estado de salud de las células o su respuesta

a un estimulo.

1.5.2 ESPECIFICOS

= Establecer una metodologia experimental para estudiar la morfologia de las

células.

= Determinar las métricas que describen la morfologia de las células adecuada-

mente.

= Comparar las propiedades morfologicas de diferentes lineas celulares, tanto
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humanas como murinas, utilizando los parametros definidos.

= Identificar la presencia de células con comportamientos inusuales dentro de

una muestra por medio de los pardmetros establecidos.

= Analizar la correlacién entre las propiedades morfoldgicas y viscoelasticas de

las células vivas.

= Estudiar el comportamiento de los parametros viscoeldsticos y morfologicos de

células de manera simultanea bajo diferentes condiciones experimentales.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 LA CELULA

La célula se considera la unidad fundamental de los organismos vivos. A dife-
rencia de las bacterias o los protozoarios, el ser humano esta formado por multiples
células eucariotas con funciones especializadas y caracteristicas que las diferencian
para realizar actividades que nos mantienen vivos. Un grupo de células de la misma
funcién forma un tejido, un grupo de tejidos con funciones similares forma un érgano
y un grupo de 6rganos cuyas funciones estan ligadas a un mismo proceso forman los

sistemas del cuerpo humano [19, 20].
La estructura de la célula animal esta formada por los siguientes componen-

tes [19]:

= Membrana: bicapa fosfolipidica con proteinas incrustadas que protege la in-
tegridad de la célula. Regula el intercambio de sustancias entre la célula y el

medio.

= Nicleo: centro de control de la célula que contiene el ADN; determina su

funcién y estructura bésica a partir de su material genético.

» Citoplasma: medio en el que se contienen todos los organelos y en el que se
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realizan algunas reacciones quimicas. Mueve materiales por medio de difusion

y regula los procesos de crecimiento y division.

= Organelos: son a la célula lo que los érganos son al cuerpo humano. Cada or-
ganelo tiene una estructura y funcién especifica para realizar diversas tareas
dentro de la célula. Algunos de los organelos mas importantes son las mitocon-

drias, lisosomas, aparatos de Golgi, ribosomas y los reticulos endoplasmaticos.

= Citoesqueleto: red de proteinas interconectadas que da estructura a la célula

y rigen sus propiedades fisicas.
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F1GURA 2.1: Representacion esquematica de los principales componentes estructu-

rales de una célula animal.

El citoesqueleto es una parte fundamental de las células eucariotas; es la red
interconectada de polimeros y proteinas que le da estructura a la célula. Esta estruc-
tura tiene tres funciones principales: organizar un componente fundamental espa-
cialmente los componentes de la célula, conectar la célula fisica y bioquimicamente
con su entorno y generar fuerzas coordinadas que le otorgan a la célula forma y
movimiento. Tanto fuerzas internas como externas actian a través del citoesqueleto

y afectan sus propiedades o el comportamiento de la célula [21, 22].

Los principales componentes del citoesqueleto son los filamentos de actina, vi-

mentina y microtibulos. La comunicacién entre estos tres componentes, junto con
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distintas senales bioquimicas, altera la organizacién de la estructura del citoesque-
leto y permite la interaccion de la célula con su entorno. En células adheridas a
un sustrato, esa reorganizacién se refleja en la cantidad y la forma de los 16bulos,
unas protuberancias que las células estiran y contraen para desplazarse, adherirse a
superficies e interactuar con otros tejidos. Todas estas acciones producen cambios en
la morfologia celular. Para que estos 16bulos crezcan y se muevan, es necesario que
el citoesqueleto se despolimerice y se reconstruya en una configuracion distinta, lo

cual implica cambios en las propiedades mecénicas de la célula [23].

2.2 PROPIEDADES FISICAS DE LAS CELULAS

Las células suelen estudiarse principalmente a partir de sus procesos bioquimi-
cos; sin embargo, también pueden analizarse desde el punto de vista de sus propieda-
des fisicas. Bajo esta perspectiva, al igual que otros materiales, pueden caracterizarse
mediante propiedades mecanicas como la elasticidad y la viscosidad. Ademas, pue-
den responder a distintos tipos de solicitaciéon mecanica, como tensién, compresién
y cizalladura, por lo que su estudio se relaciona con el campo de la materia suave
[5, 24, 25]. Asimismo, es posible evaluar otras propiedades fisicas, como el tamano, la
forma, la textura, la arquitectura de los componentes internos y los patrones de mo-
vimiento celular. Estas caracteristicas dependen de los procesos internos de la célula
y de su interaccion con el microambiente. Por ello, la morfologia y las propiedades
mecanicas pueden emplearse como biomarcadores, entendidos como indicadores ob-
jetivos, medibles y reproducibles del estado fisiologico o patolégico de una célula o

tejido [3].
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2.2.1 PROPIEDADES FISICAS COMO BIOMARCADORES

Aunque las células estan en constante cambio y movimiento, existen fenotipos
claros basados en su funcién dentro del 6rgano o tejido en el que se encuentran. Un
fenotipo se refiere a las caracteristicas observables de la célula como resultado de su
genética y su ambiente [26]. Por ejemplo, las células del tipo epitelial son planas y
alargadas; se agrupan para formar mono-capas, lo cual corresponde con su funcién de
formar barreras; por otra parte, las células de tejido muscular del corazén tienden
a formar “ramas” para entrelazarse entre ellas y contraer el musculo de manera

uniforme al momento de bombear sangre [27].

El ciclo celular y sus etapas también estan caracterizados por cambios en pro-
piedades fisicas. Durante la mitosis, las células eucariotas adquieren una morfologia
esférica tanto en cultivos en 2D como en 3D [28]. Estos cambios en forma vienen
acompanados de cambios en la adhesién al sustrato y en las propiedades mecani-
cas; se ha reportado que las células en etapa mitética aumentan su modulo eldstico

aparente de manera significativa en comparacién con las células en interfase [29].

Estas caracteristicas pueden cambiar como una reacciéon a su microambiente.
Por ejemplo, las células madre tienen la capacidad de pasar por un proceso de di-
ferenciacion, es decir, convertirse en una célula especifica del cuerpo humano. Este
proceso puede ser inducido en laboratorio por medios fisicos, como la implementa-
cién de micropatrones que fuerzan a la célula a adquirir una forma especifica [30], o el
diseno de sustratos y geles con diferentes propiedades mecénicas que simulan tejidos
en el cuerpo [31, 32]. En general, las células tienen una capacidad de mecanosensado,
es decir, convierten sefiales mecanicas de su ambiente en senales bioquimicas para
activar procesos biolégicos como la migracion, la adhesion y la reorganizacion de los

componentes de su citoesqueleto [33, 34].

La morfologia celular también es un indicio del estado de salud de la célula.

Las células sufren alteraciones significativas en su forma cuando reciben un dano
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considerable o expira su tiempo de vida y recurren a un proceso llamado muerte
celular programada [35]. Este es un proceso estrictamente regulado que previene la
proliferacion de células defectuosas o con dano irreparable a su ADN que puedan
convertirse en células cancerosas. Los diferentes tipos de muerte celular se carac-
terizan por sus mecanismos bioquimicos y sus cambios morfolégicos. En el caso de
la apoptosis, la célula se deslinda del resto del tejido, se contrae su citoplasma, se
reduce en volumen, se observan granulos en su membrana y se desintegra en cuerpos
apoptopicos [36]. Existen otros procesos de muerte celular, como la necroptosis, que
se caracteriza por un aumento de volumen, ruptura de la membrana celular y colapso

subito de los organelos [35].

Las células muertas o danadas también demuestran cambios significativos en
sus propiedades mecédnicas. Se ha reportado que el modulo de Young aparente, aso-
ciado a la rigidez, disminuye cuando las células entran en contacto con sustancias
citotéxicas [29]. En otro estudio, se encontré que al exponer neuronas a sustancias
citotoxicas y condiciones osméticas adversas, experimentan una disminucién en su

modulo eldstico y comportamientos erraticos en sus pardmetros viscosos [37].

En el caso de diferentes enfermedades, las células también experimentan cam-
bios significativos. La alteracién de la morfologia en neuronas puede ser un indicio
de la presencia o el progreso de diversas enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer y el Parkinson o el dano a las neuronas por abuso de sustancias [38, 39, 40].
En globulos rojos, ciertos tipos de anemia se pueden diagnosticar por el cambio en su
forma [27, 26]. Pero en particular, el cdncer ha mostrado correlaciones importantes

entre su malignidad y los cambios fisicos radicales que causa en las células.

Algunas de las diferencias entre células sanas y cancerosas provienen de la di-
vision descontrolada que caracteriza a la enfermedad, mientras que otras son adap-
taciones necesarias para sobrevivir por periodos indefinidos o migrar a un tejido
diferente al de su origen. Entre los cambios méas prominentes se observan nicleos

anormalmente grandes, irregularidades en el color y la forma del citoplasma y hete-
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rogeneidad morfolégica en las células de un mismo tejido [41, 42]. Se ha demostrado
en trabajos anteriores que las células cancerosas presentan mayor movilidad, lo cual
se ve reflejado en el nimero y el tamafio de 16bulos que pueden presentar [6]. Estos
cambios en morfologia y comportamiento pueden ser indicadores de la presencia,

etapa e invasividad del céncer [43, 44, 45, 46].

Ademas de cambios morfoldgicos, las células de cancer presentan cambios en sus
propiedades mecéanicas que las hacen significativamente mas suaves que las células
sanas [47, 48|, pero mucho més rigidas al formar tumores [49]. Esta cualidad les
permite infiltrarse entre las uniones de las células que forman los vasos sanguineos
y utilizar el sistema circulatorio para migrar a otros érganos. Por este motivo, la

pérdida de rigidez puede ser un indicador del potencial metastasico de una célula.

Por lo tanto, profundizar en el estudio de la morfologia y su vinculo con las
propiedades mecanicas de la célula es de gran importancia en la delimitacién de
biomarcadores para la deteccion temprana de enfermedades y la evaluacion de tra-

tamientos.

2.3 DESCRIPTORES GEOMETRICOS DE LA MORFOLOGIA

La morfologia celular estd estrechamente relacionada con la funcién biolégica
de cada tipo celular. De manera cualitativa, las células poligonales y de tamano re-
lativamente uniforme suelen asociarse con fenotipos epiteliales; las células alargadas
y multipolares, con fenotipos fibroblasticos; y las células esféricas en suspension, con
fenotipos linfoblasticos. No obstante, estas categorias descriptivas son limitadas, ya
que no permiten caracterizar con precision la diversidad morfolégica de los tipos

celulares presentes en el organismo humano [50].

Para superar esta limitacion, se han propuesto diversos parametros cuantitati-
vos, conocidos como descriptores morfométricos, que permiten caracterizar la forma

celular a partir de mediciones geométricas y matematicas. Entre ellos se encuentran
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descriptores convencionales, como el area, el perimetro y la circularidad, asi como
descriptores mas avanzados, como la dimension fractal, los polinomios de Zernike y

los descriptores basados en anélisis de Fourier [45].

2.3.1 DESCRIPTORES MORFOLOGICOS CONVENCIONALES

Los descriptores morfoldgicos convencionales corresponden a parametros geométri-
cos obtenidos a partir de operaciones directas sobre el contorno o la mascara binaria
de la célula. Estos descriptores permiten cuantificar propiedades bésicas de la forma

celular, como el tamano, la elongacion y la compacidad.

Entre los pardmetros mas utilizados se encuentra la razén de aspecto (AR),
la cual describe la relacién entre el eje mayor (a) y el eje menor (b) de una elipse
ajustada al objeto analizado. Esta métrica permite estimar el grado de elongacién

celular y se define como

AR =2 (2.1)
b
De manera similar, la razén axial o indice de bipolaridad (BI) cuantifica la

relacion entre la longitud (1) y la anchura (w) de la célula, por lo que también puede

emplearse como una medida de elongacion.

Otra métrica comunmente utilizada es la circularidad, con la cual se evalua
una figura en una escala del 0 al 1, siendo el cero una linea recta y el 1 un circulo
perfecto. Esta métrica estd dada por la siguiente relacién entre drea (A) y perimetro
(P)

. . A
Circularidad = 47 —. (2.2)
P
La redondez es otro descriptor geométrico basado en el area y el perimetro.

En esta métrica un valor cercano a 1 también se asemeja a una figura compacta,
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mientras que un valor cercano a cero representa una figura irregular o alargada

P

Redondez = )
VAT A

(2.3)

La solidez, por otra parte, es la razon entre el area de un objeto y el area de
su caparazén convexo A.. Un valor cercano a uno corresponde a figuras convexas, es
decir, que sus angulos internos no suman mas de 180°. Mientras que un valor cercano

a cero indica concavidad, es decir, dngulos internos mayores a 180°

A
li = —. 2.4
Solidez T (2.4)

Existen también descriptores adaptados a un solo tipo de célula. Por ejemplo,

el indice de elongacién (EL) describe adecuadamente células epiteliales alargadas
a
EL = log, 5 (2.5)

mientras que el indice de dispersién (DP) se utiliza tinicamente con células altamente

polares como las neuronas

DP = log,(mab). (2.6)

Existe una amplia variedad de descriptores convencionales para describir la
forma de las células, sin embargo, en un estudio por Yu et al. [6] se realiza un andlisis

comparativo que demuestra que ninguno se puede utilizar de manera universal.

2.3.2 DESCRIPTORES MORFOLOGICOS BASADOS EN EL CONTORNO

Los descriptores basados en contorno son aquellos que representan la forma de

figuras bidimensionales utilizando funciones o series matematicas.

Los polinomios de Zernike son conjuntos de polinomios de variables p y 6 que
provienen de una base ortogonal de un disco unitario. Cada polinomio de Zerni-

ke consta de una parte radial real V,,,(p,0) y de una parte azimutal compleja
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Rinm)(p)e™? [51]. A los coeficientes de estos polinomios se les llaman momentos de
Zernike. Los polinomios de Zernike tienen la ventaja de ser invariantes a la rotacion
y de no ser redundantes entre sus diferentes momentos. Sin embargo, se requieren
polinomios de Zernike de alto orden para reproducir figuras complejas y mantener
detalles pequenos en sus bordes; aunque han sido utilizados para analisis morfolégico

en células, su uso es mas adecuado para el estudio de aberraciones 6pticas [51].

El analisis de dimension fractal, es otra forma de estudiar morfologia que ha
demostrado ser una herramienta poderosa para encontrar irregularidades en estruc-
turas complejas. La geometria fractal es la rama de las matematicas que busca
describir figuras irregulares o que presentan auto-similitud a diferentes escalas [52].
Si bien el andlisis de dimensién fractal ha demostrado resultados prometedores en el
estudio de enfermedades neurodegenerativas, es altamente sensible a la calidad de
imagen y esta especializado en el estudio de células del sistema nervioso y estructu-
ras macroscopicas como las redes alveolares y capilares, por lo que no se considera

un descriptor universal para la morfologia de células individuales [53].

Para describir figuras complicadas en dos dimensiones se utiliza el método
EFA (Eliptic Fourier Analisis) [54], el cual utiliza dos series elipticas de Fourier para

reproducir el contorno de figuras irregulares y no holomorfas como las células

2 (t) = ag+ nil {an cos (27}“) + Busen (27;”’5)} | (2.7)

Y () =0+ i [% cos (?) +6,sen (@)} , (2.8)

n=1

donde v, By, Yn, On se denominan coeficientes EFA y («,,v,) la prediccién del con-

torno.

Estos coeficientes se calculan con un nimero discreto de k puntos de un con-
torno cerrado. El tiempo en el que se reproduce el contorno esta dado por 7'y el

tiempo en el que se dibuja un segmento del contorno es (At;)
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At; = (\/(% — ZE(i—l))2 - (yi - y(i—l))2 =\ Af% - Ayiz-

De manera que los coeficientes EFA se escriben

x? 2mnt
a, = 2n27r2 Z At2 [cos <T> — cos

Ay? 2mnt
Tn 2n27r2 Z Al [cos (—T ) — cos

n=1

T ™t
b = 5o ; AP {Sm( T T )
T <& Ay? [ . (27wnt 2mnt
Op = 523 A sin 7 sin | — ||,
=1 ? _

k
1 _Ayi 2 _ 42 2,2
70 = T Z 2AL [(tz - t(z‘—l)) - E(ti - t(i_l))} + Yo,

donde
1—2 1—2
Al’i
E; = ZA.I'J — EZAt],
j=1 b=
1—4 1—i
Ay;
(=Y oy - 0>
j=1 b =1
€1 =€ = 0

Cada conjunto de coeficientes da una elipse (n-ésimo armoénico eliptico o n-ési-
mo modo) con una cierta orientacién y un centro especifico. El contorno celular se
puede interpretar como una suma infinita de elipses. El segundo armonico eliptico
traza dos revoluciones horarias o antihorarias alrededor de la primera elipse. La terce-
ra elipse traza tres revoluciones alrededor del camino dado por el segundo armonico.

Asi, el n-ésimo armonico traza n revoluciones alrededor del arménico anterior.

La direccion de la rotacién de la n-ésima elipse estd dada por la determinante
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de la matriz de coeficientes EFA

Qp n
T'n = ﬁ = O[n(sn - ﬁn’ym
Y On

si r, < 0 la rotacion es horario, si 7, > 0 la rotacion es antihoraria.

2.3.2.1 MEgttopo LOCO-EFA

El método EFA presenta degeneraciones, por lo que la misma célula puede ser
representada por diferentes series de Fourier. Para eliminar estas fuentes de degene-
racién, Sanchez-Corrales et al. [55] desarrollaron LOCO-EFA | una versién de anélisis
eliptico que toma en cuenta la contribucion de los l6bulos de las células y las descri-
be cuantitativamente por medio de métricas derivadas de los armonicos utilizados
durante el analisis. Ademas de eliminar degeneraciones, el método no es sensible a la
rotacién, por lo que cada célula tiene una representacién tnica. Ademéds, como este
método se desarrollé especificamente para células, sus métricas son adecuadas para

la interpretaciéon bioldgica de los resultados.

Existen tres fuentes de degeneracion, la primera es que se puede iniciar la serie
desde un punto arbitrario del contorno, por lo que para un contorno discreto de n
puntos, existirfan n series EFA que lo describan. Se puede restringir el inicio de la
serie para que comience siempre en el punto que toca al semi-eje mayor de una elipse,
sin embargo, esto da lugar a la segunda fuente de degeneraciones, pues cualquiera de
los dos extremos del eje puede ser utilizado como punto de partida. La tercer fuente
de degeneracion es la direccién del giro de las elipses, pues existen descripciones
diferentes para la misma figura si el giro es horario o anti-horario. Para superar

estas limitantes. LOCO-EFA propone los siguientes cambios

El primer paso es reescribir las ecuaciones 2.7 y 2.8 en forma matricial

x (t) _ |ao +§: an B COS(M)

T
) (t) Yo n=1 | Tn 5n sin (%)
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Se trunca la serie infinita a un armoénico de orden N, por lo que se puede escribir

N

[XX(0)] = [Ao] + ) [AN] [Ma(1)]. (2.10)

n=1

De manera que [X(t)] representa el contorno, [Ag] las coordenadas iniciales,

[A,] los coeficientes EFA y [M,, ()] a la matriz de rotacion.
En seguida, se fija el punto de inicio de la serie al semi-eje mayor de la célula

xq (17) = vy cos (1) + prsin (1),

y1 (1) = y1cos (7) + dysin (7).

Ahora que se tienen dos posibles puntos de inicio en cada extremo del eje
mayor, se aplica una restriccion para que el punto de inicio se encuentre tinicamente

en el primer o segundo cuadrante del plano cartesiano en el que se coloca la célula,

de manera que la matriz [A,,] se reescribe

_27Tt1
= T

T1
*
T =T+,

ay B an Bn| |cos(nrf) —sin(n1y)

yE ok Yo On| |sin(n7y)  cos(nty)

Finalmente, a partir de un punto de inicio fijo, se puede representar la célula
mediante dos series, una en sentido horario y otra en sentido antihorario. Para elimi-

nar esta iltima degeneracion se aplica una restriccion para que el giro de las elipses

sea siempre antihorario

N
—

e(-0]  [aw 8] [eos (252)
* * : 2nm(—t)
y(=1) Yt O sm( - >
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(=) ot B cos (221)
y(=t) - Yt 67| | —sin (52
(=)  |aw® =B, |cos (22t)
y(—t) N Yot —0," | | sin (222)

En pocas palabras, si 7, < 0 todos los indices (,* y 7,% seran cero. Por

simplicidad los coeficientes efa se reescriben

Tn - 571* Cn dn

El siguiente paso que agrega LOCO-EFA es la descomposicion de cada arméni-

co eliptico en dos armonicos circulares.

Se introducen los operadores de giro espacial y temporal respectivamente

Wy, = cos(6,) —sin(fn) |
_sin(é’n) cos(f,)

g = [ten) =snton)
_sm(gbn) cos(¢n)

donde 6, y ¢, son los angulos espacial y temporal.

Introducimos estos coeficientes la ecuacion 2.10

(X (t)] = [Ao] + Z U] (W] ™ [AN] (O] [Urn) " [Mo(2)] - (2.11)

Dado que [¥r,] ' [¥r,] v [¥sn] ' [¥s,] corresponden a la matriz identidad.
También se puede reescribir 2.10 de manera que resalte unicamente la contribucién

del semi-eje menor y el semi-eje mayor

(X ()] = [Ao] + D [Wen] [An] [ra] ™ [M(8)]. (2.12)

n=1

Combinando 2.11 y 2.12 obtenemos la matriz [Ay], donde el semi-eje mayor y
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menor de cada elipse de la serie se representa por Ay, v Ao,

-1 )\1n 0
[An] = [Wsn] " [AN] [7n] = : (2.13)
0 >\2n
Sustituyendo 2.13 en 2.12 se tiene
x(t) Y i cos(6,) —sin(f,)| |cos(¢,) —sin(¢pn)
y(t) n=1 |sin(0n) cos(fn) | [sin(¢n)  cos(¢n)
An O cos (221)

0 Ao [sin(22) |
cos(0,) —sin(f,)| |cos(¢,) —sin(¢pn)
$n)  cO8(¢n)
An O A, 0 Cos (%)

0 | [0 =A] [sin(22)

(
(

sin(6,)  cos(6,) sin

Cada matriz diagonal corresponde a una érbita circular de radio A\, y A_,,,ambas

girando en direcciones opuestas.

Finalmente, el método LOCO-EFA condensa la informacion obtenida por la
serie en cuatro coeficientes que pueden reconstruir el contorno celular; en base al
centro de cada orbita circular y su centro, se puede definir cada modo con vector
L, = (an, BnyVns0n) - A su vez, cada uno de estos modos se le asigna un escalar

denominado L, para representar su amplitud

Ln = /a2 + B2 + 20,8, cos yp, — 0, — 271. (2.14)

Este coeficiente no depende solamente del radio de los circulos, sino también

de su posicion relativa al punto de inicio de la serie.

Sanchez-Corralles et al. utilizan diferentes métricas derivadas de este méto-
do para cuantificar la morfologia celular. Entre ellas se encuentran la entropia, la

diferencia XOR y la diferencia acumulada (CD).
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La Entropia se basa en el concepto de entropia de Shannon y representa la
complejidad del contorno. Aumenta con la contribucion simultanea de diferentes

modos arménicos y se define como:

E=-) filn(f), (2.15)

donde f; = L;/ Zz]il L;, para un nimero de modos dado N.

La Diferencia XOR utiliza un OR exclusivo para determinar la diferencia entre
el contorno real y el contorno reconstruido por los modos de LOCO-EFA. A medida

que el nimero de modos aumenta, la diferencia es menor y este valor disminuye.

La métrica CD es la suma de los valores de la diferencia XOR del modo n = 2

en adelante.

Ademads de utilizar las métricas sugeridas por Sanchez-Corrales et al. [55], se
propone el uso de las amplitudes de los modos arménicos de Fourier denominadas L,,
para describir la complejidad del contorno celular. Utilizando estos valores propone-

mos la métrica SC (Shape Complexity) la cual se calcula de la siguiente manera:
50
SC=> "L, (2.16)
n=3

Los valores de L, correspondientes a modos superiores al 50 tienden a cero
y, por lo tanto, se eliminaron de la ecuacién. Por otra parte, los valores asociados
a los dos primeros modos no se consideraron, ya que dependen principalmente del
tamano y presentan magnitudes considerablemente mayores que las de los modos

subsecuentes, lo que reduce la contribucién relativa de la complejidad en la métrica.
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2.4 TECNICAS PARA LA OBSERVACION MORFOLOGICA

DE CELULAS ADHERENTES

En el estudio de células adherentes vivas, el uso de un microscopio invertido
resulta adecuado, ya que permite observar la muestra desde la parte inferior de la
caja de Petri y facilita la alineacion del plano focal con la superficie en la que las
células estan adheridas. Esta configuracién favorece la adquisicion de micrografias
con calidad de imagen consistente y permite trabajar con volimenes mayores de
medio de cultivo, contribuyendo a preservar las condiciones fisiologicas de la muestra
durante la observacién [56]. Generalmente, se utiliza la microscopia de campo claro
para observar células vivas y realizar evaluaciones cualitativas rapidas. Sin embargo,
las células no tenidas absorben muy poca luz, lo que las hace semitransparentes. Esto
dificulta distinguir células sin tincién en una micrografia de campo claro. Por este
motivo, se utilizan técnicas y filtros especializados como en el caso de la microscopia

de contraste de fases [57].

Un microscopio de contraste de fases comparte las mismas piezas que un mi-
croscopio de campo claro convencional; la diferencia radica en la implementacion de
un diafragma anular y una placa de fases. Se dirige un haz de luz coherente produci-
do por una lampara de halégeno y se enfoca mediante una lente al diafragma anular
colocado en el plano focal del condensador. El diafragma introduce una diferencia
de camino optico en la luz que atraviesa la muestra, lo que genera un gradiente de
fases en frentes de luz paralelos y desenfocados. Estos frentes de luz son segregados
por la placa de difraccién y, al llegar al ojo, se proyectan en dos planos diferentes,

formando asi la imagen de contraste de fases [57] como se muestra en la Figura 2.2.

Existen otras técnicas de microscopia que pueden utilizarse para observar célu-
las adherentes sin necesidad de anadir tinciones. Tal es el caso de la microscopia de
campo oscuro [57], en la cual se coloca un filtro tipo “pinhole” entre la fuente de luz

y la muestra. De esta manera se forma un cono de luz en el que los haces se difrac-
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a) b)

——— Lentedd ocular ————
— Placade difraccién

L ente objetivo Luz refractada o difractada

por el espécimen

Luz NO alterada
por el espécimen

Espécimen

——Lente condensadora——

N \Bm. /W — Diafragmaanular

() ——— Fuentedeliz ——— ()

FIGURA 2.2: Camino éptico y partes de un microscopio: a) campo claro y b) con-

traste de fases.

tan, se reflejan y/o se refractan por el espécimen en diferentes angulos. Esto crea
un fondo oscuro y una imagen brillante del espécimen. La desventaja de usar esta
técnica es que requiere una fuente de luz de mucha potencia, la cual puede quemar

especimenes delicados si se utiliza durante periodos prolongados de tiempo.

2.5 PROPIEDADES MECANICAS

Las propiedades mecanicas de las células son atributos fisicos que les permiten
responder y /o adaptarse a estimulos externos, como esfuerzos o deformaciones. Entre
las variables que pueden cuantificarse se incluyen el médulo de Young y diversos

parametros viscoeldsticos.

Una de las técnicas mas utilizadas para medir propiedades mecénicas es la
microscopia de fuerza atémica (AFM) [58], gracias a su capacidad para estudiar ma-
teriales biol6gicos en condiciones fisiologicas [59]. E1 AFM estd constituido por una
punta ubicada en el extremo de un cantilever, acoplado a un sistema piezoeléctrico
que controla el movimiento de aproximacién y retraccion de la punta respecto a la

muestra, con resolucién nanométrica.

El AFM puede operar en diferentes modos de trabajo, entre ellos el de es-
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pectroscopia de fuerza, utilizado para estudiar las propiedades mecanicas de los
materiales [60]. En este modo, durante la aproximacién, la punta ejerce una fuerza
sobre la superficie de la muestra, lo que produce una deformacién como resultado
de la interaccion entre ambos cuerpos. Durante este proceso, se obtienen curvas de
fuerza-indentacion, las cuales contienen informacion sobre la respuesta mecanica de
la muestra [61]. Para obtener pardmetros mecénicos a partir de estas curvas, es ne-
cesario emplear modelos tedricos que relacionen la fuerza aplicada, la geometria de

la punta y la deformacién inducida en la muestra [62, 63, 64].

2.5.1 MODULO DE YOUNG

Apenas un par de anos después de la creacion del AFM por Binning et al. en
1986 [58], se propusieron las primeras alternativas para analizar material bioldgico
[65] y se obtuvieron las primeras imédgenes de topografia de tejidos blandos [66] y
de monocapas celulares [67]. En 1996 Radmacher et al. [68] realizaron la primera
caracterizacion de las propiedades mecéanicas de células vivas mediante AFM, en la
que midieron la rigidez de plaquetas humanas mediante el médulo de Young. El
moédulo de Young se define como la razén entre el esfuerzo € y la deformacion o

experimentada por un material y esta dado por

E= (2.17)

o
€

Este parametro se considera de interés bioldgico en células vivas y ha cobrado
relevancia como biomarcador desde que Lekka et al. [47]. Encontraron que el médulo

de Young de las células cancerosas tiende a ser menor que el de las células sanas.

Para obtener el modulo de Young de los materiales a partir de las curvas
fuerza-indentacién, se emplean habitualmente modelos de mecanica de contacto. El
primer modelo de este tipo fue propuesto por Heinrich Hertz en 1881, en su trabajo
titulado On the Contact of Elastic Solids [69]. En dicho estudio, Hertz analiz6 el

contacto elastico entre dos superficies esféricas, estableciendo el modelo que hoy
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se conoce como modelo de Hertz. Mas adelante, se desarrollaron otros modelos de
contacto para abarcar distintas geometrias de indentacion; entre ellos se encuentra
el modelo de Tan Sneddon, que describe la interaccién entre un indentador cénico y

un semiespacio elastico semiinfinito [64].

2.5.1.1 MODELO DE HERTZ

El modelo de Hertz describe el contacto eldstico entre dos cuerpos con superfi-
cies curvas sometidos a una fuerza normal. Bajo las hipotesis de pequenas deforma-
ciones, de materiales homogéneos e isotrépicos y de ausencia de adhesion, el contacto
entre ambas superficies genera una regién circular de radio a y una profundidad de

indentacién 4.

La relacion entre el radio de contacto y la profundidad de indentacion esta

dada por
a =V R*0, (2.18)
donde R* es el radio efectivo del sistema, dado por

1 1 1

=4 2.19
R R N Ry’ (2.19)

con Ry y Ry los radios de curvatura de ambos cuerpos en contacto.

A partir de la teoria de Hertz, el radio de contacto puede expresarse en funcion

de la fuerza aplicada como

3FR*\"?
= 2.20
= (C) (2.20)
donde E* corresponde al médulo elastico efectivo, dado por
1 1—vi 1-uv2
= 2.21
B E B (2.21)

donde E; y F5 corresponden a los médulos de Young, mientras que vy y vy son los

coeficientes de Poisson de ambos cuerpos.
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Combinando las expresiones anteriores del radio de contacto, se obtiene una

expresion para la profundidad de indentacion dada por:

F2 1/3

De esta forma, la fuerza aplicada puede relacionarse directamente con la pro-

fundidad de indentacién mediante [69]:

4
F= gE*\/R* 532 (2.23)

Cuando el contacto ocurre entre una punta esférica rigida (£; > FE») y una
muestra modelada como un semiespacio eldstico semi-infinito (Ry — 00), las canti-

dades efectivas pueden aproximarse como

R*~ R, =R, (2.24)
y
E
B a —— 2.25
—t (2.25)

donde E'y v corresponden al médulo de Young y a la razén de Poisson de la muestra,

respectivamente.

Sustituyendo estas aproximaciones en la ecuacion de Hertz, se obtiene

4 E
F= §1—y2‘/§53/2' (2.26)

Esta expresién constituye la ecuacion base empleada en AFM para estimar el

modulo de Young de muestras bioldgicas a partir de curvas fuerza-indentacion en

AFM.

2.5.1.2 MODELO DE SNEDDON

Ian Sneddon extendié la teoria de Hertz para indentadores cénicos, piramida-
les y otras geometrias, modelos ampliamente utilizados en AFM para describir el

contacto entre la punta y la muestra.
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Para el contacto entre un indentador cénico de semidngulo de apertura o y un
espacio elastico semi-infinito, la geometria del contacto establece la relacion entre el

radio de contacto a y la profundidad de indentacion §:

a = dtan(a). (2.27)

Bajo las hipétesis de elasticidad lineal, pequenas deformaciones y ausencia de

adhesion, la relacién fuerza-indentacion esta dada por
2 * 2
F = —FE"tan(a) 6, (2.28)
T
donde E* corresponde al mddulo eldstico efectivo (ec. 2.21).

En AFM, la punta se considera considerablemente mas rigida que la muestra
(E1 > Ej), por lo que
E

donde E'y v corresponden al médulo de Young y a la razén de Poisson de la muestra,

respectivamente. Asi, la ecuaciéon de Sneddon toma la forma

28 ,
F = mtan(a)é . (2.30)

2.5.2 VISCOELASTICIDAD

Los materiales viscoelasticos son aquellos cuya respuesta mecanica presenta si-
multaneamente caracteristicas elasticas y viscosas. En un material puramente elésti-
co, la deformacién ocurre de manera instantanea y reversible al aplicar un esfuerzo,
mientras que en un material puramente viscoso la deformaciéon depende del tiempo
y de la velocidad de aplicacién de la carga. Los materiales viscoelasticos exhiben
un comportamiento intermedio entre ambos casos, por lo que su respuesta mecanica
depende tanto de la magnitud de la carga aplicada como del tiempo durante el cual

ésta actua.
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Muchos materiales biologicos presentan un comportamiento viscoelastico debi-
do a su estructura interna compleja y heterogénea. Entre ellos se encuentran células,
tejidos, hidrogeles y biopolimeros [25]. En las células, este comportamiento se aso-
cia principalmente a la organizacion del citoesqueleto, de la membrana celular y a
las interacciones entre proteinas y organelos. Como consecuencia, las células pueden
deformarse, disipar energia y recuperar parcialmente su forma original tras retirar

la carga mecanica.

2.5.3 ENSAYOS DE RELAJACION Y FLUENCIA

El comportamiento viscoelastico suele estudiarse mediante ensayos mecanicos
de relajacion y de fluencia. Estos experimentos permiten analizar cémo evoluciona

la respuesta mecanica del material con el tiempo bajo distintas condiciones de carga.

En un ensayo de relajacion, el material se somete a una deformacioén constante
(e(t) =€) y se registra la evolucién temporal del esfuerzo necesario para mantener
dicha deformacién. En materiales viscoeldsticos, el esfuerzo disminuye progresiva-
mente con el tiempo debido a procesos internos de reorganizacion y disipacion de

energia. Este fenomeno se conoce como relajacion de esfuerzos.

Por otro lado, en un ensayo de fluencia, se aplica un esfuerzo constante (o(t) =
00) v se analiza la evolucién temporal de la deformacién. Bajo estas condiciones, los
materiales viscoelasticos presentan un incremento gradual de la deformacién con el

tiempo, un comportamiento conocido como fluencia.

Estos procesos pueden caracterizarse mediante la funcién de relajacién y la

funcién de fluencia, respectivamente, definidas como [70]:
t t
Erel(t) = ﬂ y Jcreep(t> = ﬁ (231)

La funcion de relajacién describe como disminuye el esfuerzo con el tiempo bajo una

deformaciéon constante, mientras que la funcién de fluencia describe la evolucién de
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la deformacion cuando el esfuerzo permanece constante.

2.5.4 MODELOS VISCOELASTICOS

Las funciones de relajacién y de fluencia suelen representarse mediante modelos
mecanicos que combinan resortes y amortiguadores. En dichos modelos, el resorte
describe la respuesta eldstica del material y se rige por la ley de Hooke (F' = Ex),
mientras que el amortiguador caracteriza la respuesta viscosa y se modela mediante

la ley de viscosidad de Newton (F' = ni).

MODELO DE MAXWELL Y MODELO DE KELVIN Los arreglos més simples para
describir el comportamiento viscoelastico son el modelo de Maxwell, formado por un
resorte y un amortiguador conectados en serie (véase Figura 2.3 a)), y el modelo de
Kelvin, que consiste en un resorte conectado en paralelo con un amortiguador (véase
Figura 2.3 b)). El modelo de Maxwell describe materiales con comportamiento de
tipo fluido, mientras que el modelo de Kelvin representa materiales con comporta-

miento de tipo sélido [71].

a) b)

FIGURA 2.3: Representacién mecédnica del comportamiento a) eldstico y b) viscoso;

¢) modelo de Maxwell y d) modelo de Kelvin.

MODELO DE SOLIDO LINEAL ESTANDAR La complejidad de las células requiere

arreglos con un mayor nimero de elementos [72], tales como el modelo Sélido Lineal
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Estandar (SLS, por sus siglas en inglés), también conocido como modelo de Zener. Es
un modelo viscoelastico constituido por un resorte en combinacién con un elemento
de Maxwell, el cual estd formado por un resorte y un amortiguador conectados en
serie, tal como se muestra en la Figura 2.4 a. La funcion de relajacién esta dada por

[70]:
E(t) =Ey + Ere™'/7, (2.32)

donde 7 = Fj/n, mientras que la funcién de fluencia es:

Jep(t) = Cy + (Cr — Cy) (1 — e77e) | (2.33)
donde
1 1 Ey + E,
Cs Eq+ By’ Cr Ey’ e =7 < Ey ) (2:54)

este modelo contiene tres parametros para describir el comportamiento viscoeldstico

de un material.

a) b) ?
E, E% EZ’% '%E
EO EO
n n n, n,
| |
!

FIGURA 2.4: Arreglo mecdnico para a) el modelo SLS y b) el modelo generalizado

de Maxwell.

MODELO GENERALIZADO DE MAXWELL Existen modelos més complejos, como el
modelo generalizado de Maxwell, que consiste en un resorte conectado a n “brazos de
Maxwell” (Figura 2.4 b). Cada elemento de Maxwell esta formado por un resorte y un

amortiguador conectados en serie, lo que permite representar diferentes tiempos de
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relajacion del material. Este modelo puede describir adecuadamente la respuesta de
relajacién observada en materiales biolégicos y células [72]. Sin embargo, el aumento
del nimero de pardmetros libres dificulta la interpretacion fisica de cada uno de ellos

y su asociacién directa con componentes o estructuras celulares especificos.

Eq

(T,a)

F1GURA 2.5: Arreglo mecénico para el modelo fraccional de zenner.

MODELO FRACCIONAL DE ZENER Existen modelos mecanicos basados en el calcu-
lo fraccional que permiten describir adecuadamente fenémenos viscoelasticos obser-
vados en las células, como la relajacion, con un menor ntimero de parametros libres.
Estos modelos incluyen elementos fraccionales, los cuales representan un compor-
tamiento intermedio entre un resorte elastico y un amortiguador viscoso. Desde el
punto de vista matematico, dichos elementos se describen mediante derivadas frac-
cionales, es decir, derivadas de orden no entero. Entre ellos se encuentra el modelo
fraccional de Zener, el cual se obtiene al reemplazar el amortiguador viscoso del mo-
delo SLS por un elemento fraccional o spring-pot, como se muestra en la Figura 2.5.

La funcién de relajacién del modelo fraccional de Zener estd dada por [73]:

E.a(t) = Ey + Ei&, {— (%)a} , (2.35)

donde &,(-) corresponde a la funcién de Mittag-Leffler [74]. Cuando o = 1, el modelo

recupera el comportamiento clasico del modelo SLS.

MODELOS DE LEY DE POTENCIAS Ademas de los modelos basados en arreglos

mecanicos, existen modelos empiricos que describen la respuesta viscoelastica de
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materiales biolégicos. Uno de los mas utilizados es el modelo de ley de potencias, el
cual describe la relajacién mediante una dependencia temporal tipo potencia, dada
por:

Eq(t) = Bt (2.36)

donde E es una constante relacionada con la parte elastica del material y o con
la componente viscosa. Este modelo ha sido ampliamente utilizado para describir
el comportamiento mecanico celular, ya que muchos materiales biolégicos presentan

respuestas que siguen leyes de escala temporal.

2.5.5 CURVAS DE FUERZA-DISTANCIA Y FUERZA-RELAJACION CON

AFM

En microscopia de fuerza atémica (AFM), el cantilever puede aproximarse, en
primera instancia, a un elemento elastico de tipo resorte. Bajo esta consideracién,
la fuerza ejercida sobre la muestra durante el contacto puede estimarse mediante
la ley de Hooke, a partir de la deflexion del cantilever y de su constante elastica.
Esta relacién permite cuantificar la interaccién mecanica entre la punta y la muestra
durante los ensayos de indentacion. La constante elastica del cantilever, denotada
como k., suele ser proporcionada por el fabricante; sin embargo, para mejorar la pre-
cision de las mediciones, puede corroborarse experimentalmente mediante métodos
de calibracién, como el thermal tuning, desarrollado por Belikov et al. [75]. Entonces,
al registrar la deflexién del cantilever d y conocer el valor de k., la fuerza aplicada

sobre la muestra puede calcularse como
F =k.d. (2.37)
De esta manera, se pueden obtener curvas de fuerza-distancia (FDC) delimi-

tando un parametro de indentaciéon o una fuerza méaxima aplicados a la muestra.

La curva tendra dos caminos: una curva de aproximacién, cuando el cantilever baja,
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y una curva de retraccién, cuando el cantilever sube. Por convencion, la evaluacién
de las propiedades mecanicas del material a analizar se realiza mediante la curva de

aproximacion.

Una curva FDC puede determinar la respuesta mecanica de un material. En un
material eldstico, la aproximacion y retraccion se ven casi completamente alineadas,
y se puede determinar un punto de contacto con facilidad. El punto de contacto C'P
es el desplazamiento del piezoeléctrico Z, en el que el cantilever toca la muestra.
Mientras el cantilever se aproxima y se aleja de la muestra, la célula se deforma y
el cantilever se dobla. Se puede obtener la profundidad de indentacién d al restar
la deformacion del cantilever a su desplazamiento, de manera que en el punto de

contacto d = 0 [61],

§=27Z,— Zep — (d—dep). (2.38)

Si la muestra presenta adhesion o fuerza electrostatica al interactuar con la
punta, habra una ligera diferencia entre la curva de aproximacién y la retraccion

[76] como se muestra en la Figura 2.6.

i
cp e

_—

Fuerza

Distancia
FiGurA 2.6: Esquema de una curva tipica de FDC en un material eldstico. Se

muestra la posicion del cantilever en cada paso; se denota en rojo la aproximacién y

en azul la retraccion.
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En cambio, un material con una respuesta viscoeldstica mostrara una diferen-
cia de camino mucho mayor entre la aproximacién y la retraccion; su curva FDC
presentara histéresis, por lo que el material disipara energia durante la deformacién

[76] (véase Figura 2.7).

En una curva fuerza-relajacion (FRC), el cantilever se aproxima a la muestra
y se mantiene a una profundidad de indentacién méaxima &, hasta alcanzar la fuerza
maxima; dicha indentacion se mantiene durante un tiempo determinado ¢. Pasado
este tiempo, el cantilever se retira de la muestra a la misma velocidad con la que se

aproximé (véase la Figura 2.7 b).

a)W % b) i— i-

A=

2 e xe

Distancia <= Tiempo

Fuerza
Fuerza

FIGURA 2.7: Esquema de curvas tipicas: a) curva fuerza-distancia y b) curva fuerza-
relajacién en una célula, respectivamente. Se muestra la posicién del cantilever en
cada paso; se denota en rojo la aproximacién, en negro la relajacion y en azul la

retraccion.

A partir de la curva de fuerza-relajacion es posible cuantificar la respuesta
dependiente del tiempo de la muestra. En este tipo de ensayo, la disminucion pro-
gresiva de la fuerza durante la etapa de indentacion constante se asocia con la rela-
jacion viscoelastica del material. Por esta razén, las FRC obtenidas mediante AFM
constituyen una herramienta 1til para caracterizar las propiedades viscoelasticas de

materiales biolégicos.

Para analizar este comportamiento, frecuentemente se emplea la metodologia
propuesta por Darling et al. [77], la cual relaciona la fuerza de relajacién con la

funcién de relajacion del material mediante
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C
_1 — 2 Erel(t)a (239)

F(t) =
donde E,¢(t) representa la funcién de relajacién del material, v es el coeficiente de
Poisson y C' es un factor geométrico que depende de la forma de la punta. Para una
punta cénica, este factor viene dado por C' = 27~ tan(#)d2, donde 6 es el semidngulo

del cono y dq es la profundidad de indentaciéon méxima.



CaApiTULO 3

METODOLOGIA GENERAL

En este capitulo se describe la metodologia general empleada para la carac-
terizacion morfoldgica y viscoelastica de células vivas. El propdsito de esta seccién
es establecer el flujo de trabajo comin empleado en la tesis: preparacion de las
muestras celulares, seleccién de técnicas de microscopia, adquisicién de imagenes,

segmentacion celular, extraccion de descriptores y andlisis de resultados.

3.1 CULTIVO CELULAR

Se trabajo con lineas celulares adherentes utilizadas como modelos biologi-
cos para el estudio de propiedades morfolégicas y mecédnicas. Las lineas celulares
consideradas en la tesis fueron NIH3T3, B16F10, HT29, HUVEC, MG63 y 4T1,
proporcionadas por el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Para el mantenimiento celular se utilizé6 medio DMEM ( Dulbecco’s Modified Fa-
gle’s Medium), suplementado con suero fetal bovino al 5 % y antibidtico/antimicético
al 1%. Las células se mantuvieron en condiciones controladas de cultivo a 37 °C, en

atmoésfera hiimeda con 5% de CO,.

Antes de cada experimento, las células fueron sembradas en cajas de Petri de

36
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35x10 mm. Se dejaron en incubacién durante un minimo de 24 horas para asegurar su
adhesion al sustrato antes de proceder a la adquisiciéon de imégenes o a la realizacién
de mediciones mecanicas. Las condiciones especificas relativas al tipo de linea celular,
el tratamiento aplicado y el tiempo de incubacién se detallan en cada capitulo de

resultados, de acuerdo con el objetivo experimental correspondiente.

3.2 MICROSCOPIAS EMPLEADAS

La metodologia se apoyé principalmente en técnicas de microscopia optica vy,
en los experimentos que lo requirieron, en microscopia de fuerza atémica (AFM).
Estas técnicas permitieron obtener informacion complementaria sobre las células: la
microscopia Optica permitié observar y cuantificar su morfologia, mientras que el

AFM permiti6 estudiar su respuesta mecanica mediante curvas de fuerza.

3.2.1 MICROSCOPIiA OPTICA

La microscopia 6ptica se empledé como técnica principal para obtener micro-
grafias de células vivas adherentes. Para este fin, se utilizé un microscopio 6ptico

invertido Axio Observer (Zeiss).

Durante el desarrollo de la metodologia, se exploraron dos modalidades de
observacion: campo claro y contraste de fases. La comparacion entre ambas modali-
dades se presenta en el capitulo de resultados correspondiente, donde se analiza su
efecto sobre la segmentacion y los descriptores morfolégicos obtenidos. Las imédgenes
fueron registradas con una camara microscépica HAYEAR conectada a una compu-
tadora mediante el software S-EYE (vedse Figura 3.1). Para alternar entre campo
claro y contraste de fases en el microscopio Axio Observer (Zeiss), basta con mover

los filtros y el condensador.
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Camara.
Microscopica Microscopio invertido
(HAYEAR) Axio Observer (Zeiss)

Célulasvivas

Computadora /

F1GURrA 3.1: Diagrama esquematico del arreglo experimental para tomar las micro-

grafias

3.2.2 MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

En los experimentos destinados a relacionar la morfologia con propiedades
mecanicas, se empled un microscopio de fuerza atémica NT-MDT modelo N-TEGRA.
El AFM permitio obtener curvas de fuerza-distancia y de relajaciéon, a partir de las

cuales se estimaron parametros eldsticos y viscoelasticos de células vivas.

Para efectuar mediciones simultaneas de la morfologia y de la respuesta mecani-
ca, se integré el AFM en un microscopio éptico invertido (MOF-AFM), como se ilus-
tra en la Figura 3.2. E1 MOF-AFM fue construido en nuestro laboratorio a partir de
componentes de OpenFlexure [78]. Este acoplamiento permitié observar las células
antes o durante la medicién mecéanica, identificar la célula analizada y asociar sus

propiedades morfoldgicas con sus parametros mecanicos.
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Vista superior del
cantilever y las células

g

Céamaradel AFM

) Vistadesde el
Cémara del MOF-AFM
MOF-AFM

FiGura 3.2: Arreglo experimental del microscopio 6ptico invertido acoplado al

AFM.

3.3 ADQUISICION DE IMAGENES

En la adquisicion de imagenes con el microscopio Axio Observer, se empled
un objetivo de 40x y se tomaron micrografias en distintas regiones de cada caja de

Petri.

En los experimentos simultdneos con AFM, se obtuvo primero una imagen
6ptica de la region de interés utilizando el MOF-AFM con un objetivo de 20x. A
continuacion, se eligio una célula individual para llevar a cabo la medicion mecanica
correspondiente. Cada célula estudiada fue identificada y asociada con sus image-
nes y curvas de fuerza, de manera que sus caracteristicas morfolégicas y mecanicas

pudieran evaluarse de forma conjunta.
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3.4 SEGMENTACION CELULAR

La segmentacion celular tuvo como objetivo delimitar el contorno de cada célula
contenida en las micrografias para transformarlo en datos cuantitativos. El método
de segmentacion empleado dependié del sistema de adquisicion de imégenes y del

tamano del conjunto de datos.

Para las imdgenes obtenidas con el microscopio Zeiss, se utilizé Cellpose [79].
Inicialmente, se segmenté manualmente un conjunto reducido de imagenes represen-
tativas, que se utiliz6 para entrenar un modelo de segmentacién automatica basado
en el modelo predefinido cyto3. Después de aplicar el modelo entrenado al conjunto
de imégenes, las segmentaciones fueron revisadas y corregidas manualmente cuando
fue necesario. Finalmente, se generaron archivos .npy con las méscaras correspon-

dientes (véase Figura 3.3).

AN
|\/ '

Zi@

\\“ S

f){

FIGURA 3.3: a) Imagen con células tomadas con microscoia de contraste de fases, b)

\.

méscaras binarias segmentadas por el modelo entrenado y ¢) méascara de una célula

individual.

Los archivos .npy fueron procesados mediante rutinas desarrolladas en Python
para separar las células individuales y convertirlas en mascaras binarias. Esta etapa
permitié aislar cada célula de la imagen original y asociarla con un identificador

unico para su analisis posterior.

Respecto a las micrografias obtenidas con el MOF-AFM, estas fueron segmen-

tadas en FILJI/ImageJ [80]. Las imagenes se convirtieron a escala de grises de 8
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bits, se ajusté manualmente el umbral de segmentacion, se rellenaron los huecos en
las mascaras y se utilizé la funcién watershed para separar las células cercanas. La
supervision manual permitio asegurar que el contorno segmentado correspondiera
adecuadamente al contorno real de la célula. Un ejemplo de las méascaras obtenidas

se observa en la Figura 3.4 ¢) y d).

FI1GURA 3.4: Vista de células MG63. a) Imagen adquirida desde el microscopio del
AFM, b) imagen obtenida por el microscopio éptico invertido, ¢) méscaras binariza-

das de las células indentadas y d) mascara de una célula individual.

3.5 DESCRIPTORES MORFOLOGICOS Y VISCOELASTICOS

A partir de las méscaras binarias, se obtuvieron descriptores cuantitativos de la
morfologia celular. Estos descriptores permitieron transformar el contorno de cada
célula en variables numéricas que permiten la comparacion entre muestras, lineas

celulares o condiciones experimentales.

3.5.1 DESCRIPTORES MORFOLOGICOS CONVENCIONALES

Las méscaras binarias fueron analizadas en FIJI/ImageJ mediante la funcion
Analyze Particles. De este andlisis se obtuvieron descriptores convencionales, como
el area, el perimetro, la circularidad y la razén de aspecto. Estos parametros pro-

porcionan informacion basica sobre el tamano, la elongacion y la compactacién de
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la célula.

3.5.2 DESCRIPTORES BASADOS EN CONTORNO

Ademas de los descriptores convencionales, se emplearon métricas derivadas
del método LOCO-EFA, que permite describir el contorno celular a partir de contri-
buciones asociadas a lobulos y variaciones locales de forma. Antes de este analisis,
las mascaras se redimensionaron a 512x512 pixeles para normalizar el formato de
entrada. A partir de LOCO-EFA se obtuvieron métricas como Shape Complexity
(SC) y la entropfa.

3.5.3 DESCRIPTORES MECANICOS Y VISCOELASTICOS

En los estudios con AFM, las curvas de fuerza se utilizaron para estimar propie-
dades mecénicas. Las curvas FDC se emplearon para estimar el médulo de Young,
mientras que las curvas FRC permitieron obtener parametros viscoeldsticos. Para
ello, las curvas se ajustaron mediante modelos matematicos descritos en el marco
teodrico. Los ajustes se realizaron mediante herramientas computacionales de Python,

en particular, la funcién curve fit de scipy.optimize [81].

3.6 ANALISIS DE RESULTADOS

El analisis morfoldgico se realizé mediante graficos de dispersion, diagramas de
fase, histogramas, estimaciones de densidad tipo KDE y graficos de caja. Cuando
fue necesario, se aplicé un filtro entre los cuartiles Q1 y Q3 para visualizar la regién

central de la distribucién y reducir el efecto de los valores extremos.

Para el analisis estadistico de pardmetros morfolégicos entre dos grupos inde-
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pendientes, se utilizé la prueba de Welch, con un nivel de significancia de p < 0.05.
La significancia estadistica se indicé como n.s. para p > 0.05, * para p < 0.05, **

para p < 0.01 y *** para p < 0.001.

En el caso de pardametros viscoeldsticos, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis
para comparar grupos independientes, cuando las variables no cumplian necesaria-
mente con los supuestos de normalidad. La hipdtesis nula considerd que las medianas

de los grupos eran iguales, y se rechazé con p < 0.05.



CAPITULO 4

MORFOLOGIA CELULAR: PARAMETROS

DE INTERES Y DIAGRAMAS DE FASE

La caracterizacion cuantitativa de la morfologia celular podria verse beneficia-
da por el uso de descriptores que representen tanto propiedades geométricas globales
como irregularidades complejas del contorno. Existe una amplia variedad de descrip-
tores morfoldgicos para el analisis celular, desde métricas geométricas convencionales
hasta métodos basados en la descomposicién de contornos. Sin embargo, la utilidad
y sensibilidad de cada descriptor dependen del tipo celular, su fenotipo y las ca-
racteristicas morfolégicas de interés, por lo que no hay un conjunto universal de

métricas valido para todos los sistemas bioldgicos [6, 12].

Con el propoésito de definir una metodologia para la caracterizacién morfologica
de células adherentes y evaluar su capacidad para distinguir entre diferentes lineas
celulares, en este capitulo se presenta un estudio estructurado en tres etapas, cada

una orientada a abordar un objetivo especifico:

= Identificar las métricas més representativas para describir cambios en la forma

y complejidad del contorno.

= Comparar el desempeno de la microscopia de campo claro y de contraste de

fases en los procesos de segmentacién y caracterizacién morfologica.

44
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» Explorar la capacidad de las métricas y de los diagramas de fase para identificar

fenotipos morfolégicos y establecer diferencias entre distintas lineas celulares.

4.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para la primera etapa se estudiaron nueve figuras de geometria controlada: un
cuadrado, un circulo, un triangulo, un pentédgono, un hexagono y estrellas de tres,
cuatro, cinco y seis picos, que fueron construidos en Inkscape. Estas figuras se anali-
zaron conforme a lo descrito en las secciones 3.5.1 y 3.5.2 para obtener sus métricas
convencionales y aquellas derivadas de LOCO-EFA. Posteriormente, las métricas se
compararon entre si con el fin de evaluar la informaciéon morfolégica capturada por

cada descriptor y su capacidad para discriminar entre diferentes geometrias.

Para la segunda etapa se utilizo la linea celular MG63 de osteosarcoma humano
como base de estudio. Las células fueron sembradas e incubadas durante 24 horas
para asegurar su adhesién. Después de ese tiempo, se tomaron micrografias de campo
claro y de contraste de fase en la misma region. Se adquirieron diez imagenes en
distintas zonas de la caja de Petri. Estas fueron segmentadas y analizadas conforme
a lo descrito en las secciones 3.4, 3.5.1 y 3.5.2, con el fin de comparar las métricas

obtenidas con las diferentes microscopias.

Finalmente, se estudiaron tres lineas celulares humanas: MG63, HUVEC, HT29,
y tres lineas celulares murinas: 4T1, NIH3T3 y B16F10. Estas células fueron sembra-
das e incubadas durante 24 horas para asegurar la adhesion, bajo las condiciones de
cultivo establecidas en 3.1. Posteriormente, se tomaron las micrografias correspon-
dientes y se analizaron siguiendo la metodologia descrita en las secciones 3.4, 3.5.1
y 3.5.2, con la finalidad de evaluar la capacidad de las métricas y de los diagramas

de fase para discriminar diferentes fenotipos morfolégicos.
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4.2 ANALISIS DE DESCRIPTORES MORFOLOGICOS EN

FIGURAS GEOMETRICAS

Con el proposito de identificar los descriptores méas adecuados para caracterizar
la forma y complejidad del contorno, se realizé un analisis morfologico de nueve figu-

ras geométricas con dimensiones equivalentes y distintas caracteristicas geométricas.

4.2.1 DESCRIPTORES GEOMETRICOS CONVENCIONALES

Las figuras geométricas analizadas se muestran en la figura Figura 4.1a. Los
descriptores geométricos convencionales evaluados fueron la razén de aspecto, la
circularidad, la solidez y la redondez, cuyos valores se presentan mediante el mapa

de calor de la figura Figura 4.1b.
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FIGURA 4.1: a) Figuras geométricas de dimensiones equivalentes utilizadas en el
andlisis. b) Mapa de calor de las métricas morfolégicas convencionales: razén de

aspecto, circularidad, redondez y solidez.

La razén de aspecto no presentd variaciones entre las distintas figuras analiza-
das, ya que todas fueron construidas con dimensiones equivalentes. Debido a que esta

métrica describe la relacién entre los ejes principales de una figura, no es sensible
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a cambios en la cantidad de vértices ni a las irregularidades del contorno. En con-
secuencia, figuras con geometrias notablemente diferentes pueden presentar valores

similares de razén de aspecto.

En cuanto a la circularidad, el valor obtenido para el cuadrado y el pentagono
resulté ser el mismo (0.79), lo que indica que ambas figuras son equivalentes segin
esta métrica. Esto se explica por la propia definicién del indicador (véase la ecuacién
2.1), que establece que la razon entre el cuadrado del perimetro y el drea coincide
para las dos figuras. Bajo este mismo criterio, se entiende también por qué la circu-
laridad permite distinguir las estrellas del resto de las formas: a medida que aumenta
el nimero de picos, el perimetro crece en mayor proporcion que el area y, en conse-
cuencia, la circularidad disminuye. Por ello, se concluye que, si bien la circularidad
es 1util para detectar extremidades prominentes en las figuras, carece de la resolucién

necesaria para identificar vértices mas pequenos.

La solidez presenta una limitacion similar a la de la circularidad. Aunque logra
distinguir las estrellas del resto de los poligonos, asigna el mismo valor a todas las

figuras que tienen vértices céncavos.

Finalmente, la redondez muestra una limitacién similar a la observada en la

razén de aspecto, debido a que todas las figuras tienen dimensiones iguales.

Del conjunto de los descriptores geométricos, la circularidad presenté el mejor
desempeno en la caracterizacion, a pesar de sus limitaciones. No obstante, no deberia
emplearse de manera aislada para caracterizar objetos con contornos tan complejos

como las células.

4.2.2 METRICAS DERIVADAS DE LOCO-EFA

Entre las métricas derivadas del método LOCO-EFA [55] para la caracteri-

zacion de contornos bidimensionales se encuentran la entropia y la complejidad de
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forma (Shape Complezity, SC). La entropia fue propuesta por Sanchez-Corrales et
al. [55], mientras que la métrica SC fue desarrollada en este trabajo con el objetivo

de describir la prominencia de las irregularidades del contorno.

Sanchez-Corrales et al. [55] reportaron que la entropia permite distinguir for-
mas de acuerdo con el grado de desorden presente en su contorno. Sin embargo, esta
métrica presenta limitaciones para discriminar figuras céncavas o diferenciar cambios

relacionados con la prominencia de sus extremidades.

Por otra parte, la métrica SC mostro sensibilidad a la presencia de ramificacio-
nes o protrusiones respecto al cuerpo principal de la figura; a esta caracteristica se
le denominara en este trabajo como polaridad. No obstante, a partir de esta métri-
ca por si sola no resulta evidente distinguir si el incremento en SC esta asociado

principalmente con el nimero de extremidades o con su tamano relativo.

Estas observaciones sugieren que el andlisis de la entropia y la complejidad
de forma por separado puede ser insuficiente para describir de manera clara las

variaciones morfolégicas de las figuras estudiadas.

4.2.3 DIAGRAMAS DE FASE

Con el propésito de analizar el comportamiento e interpretacién de ambas
métricas, se realizaron diagramas de dispersiéon comparando SC con la entropia y con
la circularidad. En adelante, estas representaciones seran denominadas diagramas de

fase.

En la Figura 4.2 a), se aprecia que la representacion SC vs entropia organiza
las células de una forma poco intuitiva; pareceria que agrupa los poligonos segin su
niumero de vértices, pero la ubicacién del triangulo en el plano no resulta evidente.
En el eje de entropia el orden de las formas es atin menos claro, ya que no las separa

por ntumero de vértices y, en el caso de las estrellas, tampoco por el nimero de picos.
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F1GURA 4.2: Poligonos regulares analizados con sus mascaras binarias sobrepuestas

en los planos a) SC vs entropia y b) SC vs circularidad

En la Figura 4.2 b) podemos identificar de manera mas clara el orden propuesto
por la métrica SC y como esta se complementa con la circularidad: La clasificacién
le otorga el SC mas bajo al circulo por su ausencia de vértices o extremidades. Como
era de esperarse, este tiene también la mayor circularidad de todas las figuras. El
siguiente poligono en la clasificacién es el hexagono, el cual muestra un SC mas alto
por sus vértices y, por consiguiente, menor circularidad. El poligono siguiente es el
pentagono; podemos notar que, a pesar de tener menos vértices, el angulo de sus
vértices internos es més agudo, lo cual los hace ver mas pronunciados. Observamos
una vez mas una disminucién en la circularidad, posiblemente debido al aumento en
el perimetro respecto al area. La siguiente figura es el cuadrado, el cual muestra un
SC mayor al tener vértices ain mas pronunciados. Su circularidad es muy similar a la
del pentagono, lo cual sugiere que la relacion entre area y perimetro es similar. Aun
asi, es menor. Finalmente, el triangulo muestra los vértices mas pronunciados, lo que
le otorga un SC considerablemente mayor al cuadrado; analogamente, su circularidad

baja.

En el caso de las estrellas, la circularidad las ordena por nimero de picos,

otorgando menor circularidad a la estrella con més picos. El SC por otra parte,
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parece no solo tomar en cuenta el nimero de picos de las figuras, sino también
el tamano de cada pico relativo al de la figura. Los picos de la estrella de seis
puntas son mas pequenos en comparacion con su area total, mientras que la estrella
de tres puntas tiene picos mas grandes respecto a su area y por consiguiente un
mayor SC. Podemos observar ademas, que usar ambas métricas a la vez permite una
clara separacién entre los poligonos concavos y los convexos. Al aplicarlo a figuras
irregulares como las células, esto se traduciria en poder distinguirlas por sus 16bulos,

tanto por su niimero como por su prominencia respecto al resto de la célula

La comparacion entre ambas gréaficas sugiere que utilizar las métricas SC y
circularidad en conjunto clasifica las células de manera mas intuitiva y utilizando
parametros cuantitativos. Cabe resaltar que sobreponer las imagenes de las figuras
analizadas sobre sus coordenadas en la grafica otorga también una representacién
visual, lo cual permitiria observar la variedad morfolégica de una muestra cualita-
tivamente al mismo tiempo que sus datos cuantitativos se utilizan para el andlisis
estadistico. A estas gréaficas se les llamard ‘diagramas de fases’ y seran utilizadas

para el analisis de experimentos posteriores.

4.3 INFLUENCIA DE LA MODALIDAD DE MICROSCOPIA
EN LA CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CELULAS

MG63

Con el fin de evaluar la influencia de la modalidad de microscopia sobre la
caracterizaciéon morfolégica, se realizé un andlisis utilizando células MG63 como mo-
delo de estudio. Se compararon iméagenes obtenidas mediante microscopia de campo
claro y microscopia de contraste de fases de una misma region celular. Dado que el
contraste de fases mejora la visualizacién de estructuras semitransparentes y de los
contornos celulares, esta comparacion permitié determinar el efecto de la modalidad

de imagen sobre la segmentacion y las métricas morfologicas obtenidas.
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4.3.1 VISUALIZACION DE CONTORNOS CELULARES

Al comparar las imagenes mostradas en la Figura 4.3, se observa que las célu-
las pueden identificarse en ambas modalidades de microscopia. Sin embargo, en las
imagenes de campo claro (Figura 4.3a) los contornos celulares presentan una defi-
nicién limitada, lo que dificulta la delimitaciéon de protrusiones y 1ébulos de menor
tamano. En contraste, las imdgenes de microscopia de contraste de fases (Figu-
ra 4.3b) muestran un mayor contraste entre las células y el fondo, permitiendo una
visualizacién mas clara de los detalles del contorno celular. Esta diferencia en la

definicién de los contornos se observo de manera consistente en todas las imégenes

analizadas.

F1GURA 4.3: Imégenes representativas de células MG63 obtenidas mediante a) mi-

croscopia de campo claro y b) microscopia de contraste de fases.

4.3.2 EFECTO DE LA MODALIDAD DE MICROSCOPIA EN LAS METRI-

CAS MORFOLOGICAS

Al analizar los parametros morfoldgicos de las células (véase Figura 4.4 a)-
f)), observamos que el drea medida no muestra diferencias significativas entre los

grupos, lo cual es de esperarse por tratarse de las mismas células. De la misma
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manera, la métrica AR se mantuvo consistente entre ambos grupos, indicando que

las proporciones de las células se preservaron en ambas técnicas de microscopia.
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FI1GURA 4.4: Gréficos de caja y bigote de las métricas de a) drea, b) perimetro,
c) circularidad, d) SC, e) entropia y f) AR. Se muestran en azul las graficas obtenidas

mediante microscopia de campo claro y en naranja las de contraste de fases.

El resto de las métricas, por otra parte, mostraron diferencias altamente sig-
nificativas entre los grupos. Debido a que en la microscopia de campo claro no se
aprecian los 16bulos con nitidez, la segmentacion por Cellpose detecto lobulos mas
pequenos, por lo cual la métrica SC fue significativamente menor. Como los 16bulos
son aparentemente mas cortos, el contorno también se vio reducido, lo que queda
evidenciado en un perimetro mas pequeno para la microscopia de campo claro. Las
imégenes de contraste de fase también preservaron estructuras mas pequenas e irre-
gularidades en el contorno, por lo que la entropia fue significativamente mayor para

este grupo.

Finalmente, mostrar 16bulos menos definidos y méas cortos provocé que la cir-

cularidad fuera significativamente mayor en la segmentaciéon en campo claro. Si bien
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todas estas métricas otorgan informacién fisiolégicamente relevante, utilizaremos

unicamente SC y circularidad para realizar una clasificacién.

4.3.3 CLASIFICACION MORFOLOGICA MEDIANTE SC Y CIRCULA-

RIDAD

En la Figura 4.5 observamos los diagramas de fase de ambas técnicas de mi-
croscopia. Podemos corroborar la clasificacién por el nimero y la prominencia de los
l6bulos de las células. Las células con SC alto y circularidad baja presentan muchos
16bulos alargados. Las células con SC bajo y circularidad baja presentan morfo-
logias ‘fusiformes’, es decir, tienen dos l6bulos muy pronunciados que se extienden
de un cuerpo eliptico. Las células con valores intermedios de ambas métricas tienen
morfologias poligonales, es decir, tienen l6bulos visibles pero muy pequenos en com-
paracion con el resto de la célula. Por tltimo, las células con SC bajo y circularidad
alta tienen formas redondas y sin lébulos visibles. Comparando ambos diagramas
de fases, podemos corroborar que la segmentacién por contraste de fases preserva
detalles del contorno mas pequenos y detecta l6bulos que la segmentacion por campo

claro omitid.

a) b)
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FI1GURA 4.5: Graficas de SC vs circularidad para a) microscopia de campo claro y

b) microscopia de contraste de fase, con acercamientos en zonas de interés.
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4.3.4 DISTRIBUCION MORFOLOGICA MEDIANTE ANALISIS KDE

Los datos cuantitativos extraidos por estas métricas se pueden representar en
una grafica KDE de 2 variables; esta grafica es andloga a un histograma pero repre-
senta los datos como una curva continua de densidad de probabilidad. Estas graficas
ilustradas en la Figura 4.6 a) y b) muestran la distribucién de la morfologia de cada
grupo y en ellas observamos que, a pesar de tener un rango de formas similares, en las
células segmentadas en campo claro predominan morfologias poligonales y elipticas,
mientras que en contraste de fases predominan morfologias con l6bulos mas largos y

con mayor polaridad.
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F1GURrA 4.6: Histogramas KDE bidimensionales de a) microscopia de campo claro,

b) microscopia de contraste de fases y ¢) datos filtrados entre los cuartiles Q1 y Q3.

Para descartar los extremos de la distribucién podemos realizar un filtrado
y mantener unicamente los datos en los cuartiles Q1 y Q3 de cada histograma, es
decir, el 50 % de los datos alrededor de la media (véase Figura 4.6 c)). Tras realizar
el filtrado, las diferencias en la distribuciéon de ambos grupos son aun mas evidentes,
evidenciando que el andlisis en campo claro sugiere una morfologia predominante

muy diferente a la segmentacion por contraste de fases.

Con estas diferencias queda demostrado que, en el caso de células adherentes,
la microscopia de contraste de fases preserva el contorno de las células con mayor

nitidez y precisién, permitiendo una segmentacion computarizada mas sencilla y mas
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cercana al contorno real de las células. Asimismo, queda verificada la clasificacién
por lobulos propuesta por los diagramas de fases. Esta clasificacién mostré ser de
gran utilidad para observar la variedad morfoldgica de las muestras de manera visual
y encontrar la poblacién predominante dentro de ellas utilizando inicamente datos

cuantitativos a través de las graficas KDE.

4.4 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LINEAS CE-

LULARES HUMANAS Y MURINAS

Una vez identificados los descriptores morfolégicos més significativos y seleccio-
nada la modalidad de microscopia mas adecuada para la caracterizacion morfolégica,
la metodologia resultante se aplicé al analisis de diferentes lineas celulares humanas y
murinas. El objetivo de esta etapa fue evaluar la capacidad de las métricas morfolégi-
cas y de los diagramas de fase para discriminar entre distintos fenotipos celulares y

explorar las caracteristicas morfoldgicas predominantes de cada linea.

El andlisis incluyé tres lineas celulares humanas (MG63, HUVEC y HT29) y
tres lineas celulares murinas (4T1, B16F10 y NIH3T3), cuyas imagenes representa-
tivas se muestran en la figura Figura 4.7. El conjunto de datos estuvo constituido
por 312 células MG63, 170 células HUVEC, 150 células HT29, 437 células 4T1, 138
células B16F10 y 150 células NIH3T3. Posteriormente, las lineas celulares humanas y
murinas se analizaron de forma independiente utilizando la metodologia desarrollada

en las etapas previas.
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FIGURA 4.7: Imdgenes representativas de las lineas celulares humanas (MG63, HU-

VEC y HT29) y murinas (4T1, B16F10 y NIH3T3) analizadas en este estudio.

4.4.1 COMPARACION DE METRICAS MORFOLOGICAS ENTRE LINEAS

CELULARES

En la Figura 4.8 se observa la distribuciéon de las métricas seleccionadas para
cada linea celular humana. Las células muestran diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre si en todas las métricas, con la excepcién de la métrica AR, la cual
no distingue entre las lineas MG63 y HUVEC. Estas células tienen polaridades no-
toriamente diferentes, pero debido a que tienen una elongacién similar, su métrica

AR es muy parecida.

De manera anéloga, en la Figura 4.9 se observa la distribucién estadistica de
las métricas seleccionadas para cada linea celular murina. Asi como en las células
humanas, la métrica AR no pudo distinguir entre las lineas 4T1 y NIH3T3 a pesar de
que la linea 4T1 es evidentemente menos polar que la linea NIH3T3. Esto demuestra

que la métrica no distingue diferencias entre la cantidad de l6bulos de las células.
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FIGURA 4.8: Gréfico de caja y bigote de las métricas de a) drea, b) perimetro, ¢) AR,

d) circularidad e) entropia y f) SC de las células humanas analizadas.
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F1GURA 4.9: Gréfico de caja y bigote de las métricas de a) drea, b) perimetro, ¢) AR,

d) circularidad e) entropia y f) SC de las células murinas analizadas.
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4.4.2 DISCRIMINACION DE FENOTIPOS MORFOLOGICOS MEDIANTE

DIAGRAMAS DE FASE

Los diagramas de fase de la figura Figura 4.10 muestran la distribucion de las
lineas celulares en el espacio definido por SC y circularidad. De manera comple-
mentaria, las graficas KDE de la figura Figura 4.11 permiten visualizar las regiones
de mayor densidad y comparar las distribuciones completas con aquellas obtenidas

después del filtrado por cuartiles Q1-Q3.

En las lineas celulares humanas, los diagramas de fase muestran distribucio-
nes morfolégicas diferenciadas entre MG63, HUVEC y HT29. Las células MG63
presentan la mayor dispersion dentro del espacio morfolégico analizado, con una dis-
tribucion orientada hacia regiones de mayor complejidad de contorno. Esto se refleja

en sus valores promedio de SC = 95.5784 y circularidad = 0.4644.

Por su parte, las células HUVEC muestran una distribucién mas acotada, loca-
lizada principalmente en regiones asociadas con morfologias elipticas y poligonales,
con valores promedio de SC = 61.3720 y circularidad = 0.6075. En contraste, las
células HT29 se concentran en regiones de mayor circularidad y menor complejidad

morfoldgica, con valores promedio de SC = 34.1374 y circularidad = 0.8473.

El analisis mediante KDE y el filtrado por cuartiles Q1-Q3 permiten redu-
cir la influencia de valores extremos y hacen mas evidente la separacion entre las

distribuciones morfoldgicas de las tres lineas humanas.

En las lineas celulares murinas, las células NIH3T3 presentan la mayor comple-
jidad morfolégica dentro del grupo analizado, con valores promedio de SC = 110.2836
y circularidad = 0.3638. Estos valores indican una predominancia de morfologias con
contornos complejos y menor circularidad. Aunque también se observaron células con
morfologias poligonales, estas no constituyeron la regién predominante de la distri-

bucion.
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F1GurA 4.10: Diagramas de fase de lineas humanas y murinas analizadas.

Las lineas B16F10 y 4T1 muestran distribuciones parcialmente similares, lo-
calizadas principalmente en regiones asociadas con morfologias poligonales, aunque
ambas incluyen células con caracteristicas mas polares. Sus valores promedio de SC
fueron cercanos, con SC = 77.6999 para B16F10 y SC = 71.2959 para 4T1. Sin
embargo, difirieron en circularidad, con valores promedio de 0.4584 y 0.5329, respec-

tivamente.

La mayor densidad observada en la distribucion de 4T1 se relaciona con el
mayor numero de células analizadas en esta linea celular (437 células), en compara-
cién con B16F10 (138 células). Esta diferencia puede asociarse con el menor tamano
promedio de las células 4T1, como se muestra en la figura Figura 4.9a. Al aplicar
el filtrado por cuartiles Q1-Q3, se observa que, aunque cada linea murina presenta
una distribucién morfolégica caracteristica, las tres comparten una regién comun

asociada con morfologias de tipo poligonal.

En conjunto, estos resultados muestran que la combinacién de SC, circularidad
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FI1GURA 4.11: Gréficas de densidad kernel (KDE) de las lineas celulares analiza-
das y sus correspondientes distribuciones filtradas mediante los cuartiles Q1-Q3. Se

muestran a) lineas murinas y b) lineas humanas.

y diagramas de fase permite diferenciar distribuciones morfolégicas entre lineas ce-

lulares y reconocer regiones compartidas asociadas con fenotipos celulares similares.

4.4.3 RESUMEN ESTADISTICO DE SC Y CIRCULARIDAD

Con el fin de complementar la informacién obtenida a partir de los diagramas de
fase y las distribuciones KDE, las tablas 4.1 y 4.2 resumen los principales estadisticos
descriptivos de SC y circularidad para cada linea celular. En ellas se reportan la
media, mediana, desviacion estandar, valores minimo y maximo, asi como los limites

correspondientes al primer (Q1) y tercer (Q3) cuartil.

Los valores estadisticos son consistentes con las tendencias observadas en los
diagramas de fase. Entre las lineas humanas, MG63 presenté los valores promedio
mas altos de SC, seguida de HUVEC y HT29, lo que refleja una disminucién pro-
gresiva en la complejidad morfologica. De manera complementaria, HT29 mostré la
circularidad promedio mas alta, mientras que MG63 presentd la mas baja, confirman-

do que ambas métricas capturan diferencias morfolégicas entre las lineas analizadas.
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TABLA 4.1: Valores estadisticos de SC las lineas celulares analizadas.

MG63 HUVEC HT29 4T1 B16F10 NIH3T3

Media 95.5784 | 61.3720 | 34.1374 | 71.2959 | 77.6999 | 110.2836
Mediana 93.6246 | 56.8262 28.6557 | 65.2397 | 70.7949 | 108.9865

Std. dev. 38.2842 | 24.4355 | 44.6636 | 29.9200 | 31.5158 | 44.6636

Min 12.8977 9.6789 8.4132 15.8433 17.0893 17.8455
Q1 68.4146 | 44.8768 | 20.2866 | 50.7097 | 54.4146 | 77.8220
Q3 122.7300 | 75.9813 | 40.5738 | 85.0458 | 99.7466 | 138.7011
Max 226.9295 | 136.9181 | 157.3001 | 204.5013 | 158.1807 | 233.4433

En las lineas murinas, NIH3T3 present6 el valor promedio de SC mas elevado y
la menor circularidad promedio, indicando una predominancia de morfologias com-
plejas y poco compactas. Por otro lado, BI6F10 y 4T1 mostraron valores intermedios
de SC y circularidad, consistentes con la presencia de fenotipos predominantemente

poligonales observados en los diagramas de fase.

TABLA 4.2: Valores estadisticos de circularidad las lineas celulares analizadas.

MG63 HUVEC HT29 4T1 B16F10 NIH3T3

Media 0.4644 0.6075 0.8473 0.5329 0.4584 0.3638
Mediana 0.4490 0.6160 0.8715 0.5380 0.4420 0.3620

St. dev. 0.1697 0.1411 0.0862 0.1872 0.1638 0.1838
Min 0.1260 0.2110 0.1300 0.0780 0.1120 0.0690
Q1 0.3320 0.5173 0.8428 0.3970 0.3443 0.2243
Q3 0.5637 0.7150 0.8910 0.6830 0.5493 0.4555
Max 0.9040 0.8980 0.9060 0.8920 0.8890 0.8690

En conjunto, los diagramas de fase, las distribuciones KDE y los estadisti-
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cos descriptivos mostraron resultados consistentes entre si, permitiendo identificar
diferencias morfolégicas entre las lineas celulares analizadas. Estos resultados su-
gieren que la combinacién de SC, circularidad y diagramas de fase constituye una
herramienta til para la caracterizacién y comparacion de poblaciones de células

adherentes.

4.5 (CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE LA METODO-

LOGIA PROPUESTA

El anélisis de figuras regulares permitié evaluar el comportamiento de distintos
descriptores morfolégicos bajo condiciones controladas. Entre las métricas analiza-
das, SC y circularidad mostraron un comportamiento complementario: SC aporté
informacion sobre la complejidad y prominencia del contorno, mientras que la circu-
laridad describi6 el grado de compactacion de la forma. Esta combinacion permitié
representar diferencias morfolégicas que no fueron capturadas adecuadamente por
descriptores como la razén de aspecto. No obstante, métricas asociadas al tamano,
como el area y el perimetro, también pueden aportar informacion biolégica relevante

y no deben descartarse en andlisis posteriores [82].

La comparacién entre modalidades de microscopia mostré que el contraste de
fases favorece la caracterizacion morfolégica de células adherentes vivas, al mejorar
la definicién del contorno y facilitar la segmentacion sin necesidad de tincion. Esta
caracteristica resulta importante porque permite preservar la viabilidad de la mues-
tra y realizar observaciones no destructivas. Aunque existen otras técnicas Opticas
no invasivas, como el contraste de interferencia diferencial (DIC) y la microscopia
de campo oscuro [57], su desempeno en este tipo de andlisis deberd evaluarse en

trabajos futuros.

Los diagramas de fase construidos a partir de SC y circularidad permitieron

relacionar la magnitud de los descriptores con la forma celular observada. La super-
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posicion de mascaras binarias facilité la interpretacién visual de las distribuciones
morfoldgicas, mientras que las distribuciones KDE permitieron identificar regiones de
mayor densidad dentro de cada poblacion. En conjunto, estas herramientas permitie-
ron describir tendencias morfolégicas, explorar agrupamientos y comparar poblacio-

nes celulares de distinto origen biolégico sin recurrir a una clasificacién supervisada.

La recopilacion sistematica de estos descriptores podria servir para construir
bases de referencia morfolégica de distintas lineas celulares bajo condiciones ex-
perimentales definidas. Estas bases permitirian comparar réplicas independientes,
evaluar la reproducibilidad experimental e identificar cambios asociados con varia-
bles como el medio de cultivo, la confluencia celular, el tiempo de incubaciéon o la
exposicion a tratamientos. Por tanto, el andlisis propuesto constituye una estrategia
cuantitativa 1til para el estudio morfolégico de células adherentes vivas y puede in-
tegrarse en estudios longitudinales o comparativos orientados a relacionar la forma

celular con procesos biolégicos relevantes.



CAPITULO 5

CAMBIOS MORFOLOGICOS DE CELULAS
HUVEC: EFECTO DE LA CONCENTRA-

CION DE MIEL

Las células endoteliales HUVEC tienen la capacidad de generar estructuras
tubulares que participan en la formacién de vasos sanguineos mediante el proceso
de angiogénesis [83]. Debido a su papel en la neovascularizacién, diversos estudios
han explorado estrategias para estimular este proceso mediante la suplementacién
del medio de cultivo con diferentes tipos y concentraciones de miel [84, 85]. No
obstante, la informacién disponible sigue siendo limitada y atin no se ha establecido
con claridad la concentracién mas adecuada para promover este efecto, ni el umbral

a partir del cual pueden presentarse efectos citotoxicos.

En este contexto, en este capitulo se analiza la respuesta morfologica de células
HUVEC sometidas a distintas concentraciones de miel. El propdsito del estudio es
identificar las condiciones que promueven la angiogénesis y evaluar la relevancia de
los parametros SC y circularidad para describir los cambios morfoldgicos asociados

a este proceso, a través de los objetivos especificos que se detallan a continuacion:

» Evaluar los cambios morfolégicos de células HUVEC expuestas a diferentes
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concentraciones de miel.

= Analizar la evolucién temporal de los descriptores morfolégicos a las 0, 24, 48

y 72 horas posteriores a la aplicacion del tratamiento.

= Determinar si las métricas morfologicas y los diagramas de fase permiten iden-
tificar patrones asociados al deterioro celular o a posibles fenotipos de muerte

celular.

= Complementar el anélisis morfoldgico mediante un ensayo de viabilidad celular
con azul tripan, a fin de relacionar los cambios observados en la forma celular

con la presencia de efectos citotoxicos.

5.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar los cambios morfolégicos inducidos por el tratamiento con miel,
se utilizé la linea celular HUVEC. Se sembraron 2.5 x10? células por pozo en placas
de 24 pocillos y se incubaron durante 24 horas para permitir su adhesién al sustrato.
Posteriormente, las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de miel en
el medio de cultivo: 0.000 % (control), 0.250 %, 0.500 %, 0.750 %, 1.000 % y 1.500 %.
Las muestras se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera himeda con 5 % de CO,, de

acuerdo con las condiciones de cultivo establecidas en la seccién 3.1.

Una vez aplicado el tratamiento, se obtuvieron micrografias para analizar la
evolucion morfoldgica de las células a lo largo del tiempo. Para cada concentracién,
se obtuvieron 20 micrografias a las 0, 24, 48 y 72 horas posteriores a la exposicién
a la miel. Durante este proceso, se cuidé que las células permanecieran fuera de la
incubadora por menos de 45 minutos y que no fueran expuestas a la luz durante
periodos prolongados. Al finalizar la adquisicién de imagenes, las placas se devol-
vieron de inmediato a la incubadora. Las imagenes obtenidas fueron segmentadas y

analizadas conforme a la metodologia descrita en las secciones 3.4, 3.5.1 y 3.5.2.
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Finalmente, se realizé un ensayo de viabilidad celular con azul tripan para eva-
luar si la exposicién a miel producia efectos citot6xicos [86]. Para ello, tras 24 horas
de tratamiento, se anadieron 10 pL. de azul tripan a una fila completa de pocillos
y se incub6 durante 5 minutos. Posteriormente, se obtuvieron 20 micrografias, por
concentracion, de los pocillos tenidos. Este procedimiento se repitié a las 48 y 72
horas de incubacion, utilizando inicamente pocillos que no habian sido tenidos pre-
viamente. Esta consideracién fue necesaria porque, después de un dia completo con
azul tripan en el medio, no es posible determinar si la muerte celular observada se

debe al tratamiento con miel o al efecto del tinte aplicado.

5.2 RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 5.1 muestra imagenes representativas de las células HUVEC tras 72
horas de exposicién a las diferentes concentraciones de miel evaluadas. De manera
cualitativa, se observan diferencias en la morfologia celular conforme aumenta la
concentracion del tratamiento. Para cuantificar estos cambios, se evaluaron diversos
descriptores morfoldgicos, entre los cuales el area, la circularidad y la complejidad

de forma resultaron ser los mas sensibles a las variaciones inducidas por la miel.

5.2.1 CAMBIOS MORFOLOGICOS DERIVADOS DEL TRATAMIENTO

La Tabla 5.1 resume los valores promedio de area, circularidad y SC obteni-
dos para cada concentracion de miel y tiempo de exposicion, asi como el nivel de

significancia estadistica respecto al grupo control.

En la medicién inicial (0 horas), las células con concentraciones mayores o igua-
les al 0.750 % mostraron una disminucion significativa en el drea. La morfologia, sin
embargo, no mostré diferencias significativas en circularidad; solo las concentraciones

de 0.750 % y 1.500 % mostraron diferencias significativas en SC. Se puede observar
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F1GURA 5.1: Iméagenes representativas de células HUVEC tras 72 horas de exposicion

a miel en las siguientes concentraciones: a) 0.000 % (control), b) 0.250 %, ¢) 0.500 %,
d) 0.750%, ¢) 1.000% y £) 1.500%.

este comportamiento en la Figura 5.2a y e.

Después de 24 horas de la aplicacién de la miel, las células con la concentra-
cién de 0.750 % continuaron disminuyendo su area respecto al control y mostraron
diferencias estadisticamente significativas tanto en SC como en circularidad. En to-
dos los casos, el darea y el SC disminuyeron, mientras que la circularidad aumenté

(Figura 5.2b y f).

Tras 48 horas, se mantuvieron las diferencias altamente significativas en el
area a partir de 0.750 % de miel. La circularidad disminuy¢ significativamente para
la concentracién de 0.250 % y aumenté muy significativamente a partir de 0.500 %.
La métrica SC disminuyé muy significativamente a partir de 0.500 % de miel. En la
Figura 5.2¢ y g vemos como los fenotipos morfolégicos de las concentraciones 0.750 %

difieren cada vez més del control.

Finalizadas las 72 horas de exposicion, todas las concentraciones mostraron di-

ferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control en las tres métricas.
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TABLA 5.1: Métricas promedio de érea, circularidad y SC de cada concentracion

a través del tiempo. Se indica el nivel de significancia de los cambios respecto al

control.
Métrica Concentracién( %) 0h 24 h 48 h 72 h

0.000 1453.22 1365.81 1340.52 1219.18
0.250 1521.28 1304.85 1403.49 * 1599.10 ***

frea (umd) 0.500 1333.28** 1201.82*** | 1163.23 *** | 748.07 ***
0.750 1185.91** 1067.24 = | 707.63*** 504.24 ***
1.000 1253.94* 840.92 *** | 640.04 *** | 523.80 ***
1.500 1022.59*** | 620.57 *** | 525.94 *** | 533.36 ***
0.000 0.6074 0.5511 0.5633 0.5574
0.250 0.5826 0.5694 0.5089** 0.5093**
0.500 0.5989 0.5878 0.6120* 0.7420***

Circularidad
0.750 0.6392 0.6587*** 0.8008*** 0.7891***
1.000 0.6382 0.7131*** 0.7921*** 0.7847***
1.500 0.6071 0.7625*** 0.7850*** 0.7289***
0.000 61.3721 57.7393 58.2581 57.7303
0.250 62.8606 52.8395* 64.1002* 66.4085**
0.500 62.4565 55.2448 61.1530 52.7618*

3¢ 0.750 54.6538* 50.6757** 41.8854*** | 45.8386***
1.000 57.3577 47.7765%* | 43.1359"** | 44.7887***
1.500 54.3239* 47.1296** 41.4848*** | 50.7765**

Sin embargo, la concentracién 0.250 % mostré un comportamiento distinto al resto
de los tratamientos, caracterizado por un incremento del area y el SC, acompanado
de una disminucién de la circularidad. Esto implica que las células se encontraban
mas extendidas. Cualitativamente, este grupo mostré mas contacto entre células y
la formacién de filas y espirales; estos patrones han sido asociados con el proceso de

angiogénesis.
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FIGURA 5.2: Gréficas de KDE de area vs circularidad tras a) 0, b) 24, ¢) 48 y d) 72
horas y graficas SC vs circularidad tras e) 0, f) 24, g) 48 y h) 72 horas de tratamiento.

Se filtraron los datos para mostrar los cuartiles Q1-Q3.

Por el contrario, las concentraciones iguales o superiores al 0.500 %, mostra-
ron una disminucién progresiva del area y de la complejidad de forma, acompanada
por un incremento de la circularidad. Como se observa en la Figura 5.2d y h, estas
concentraciones dieron lugar a distribuciones morfolégicas claramente diferenciadas
del grupo control. Cualitativamente, las células con estas concentraciones de miel

tenfan una textura granular y se observo la formacién de cuerpos apoptoéticos, ca-
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racteristicas morfologicas cominmente asociadas con procesos de muerte celular.
Estas observaciones son consistentes con los cambios cuantitativos observados en las
métricas morfolégicas y sugieren la presencia de dano celular y posible pérdida de
viabilidad. Estos resultados indican que las métricas morfolégicas y los diagramas
de fase permiten distinguir poblaciones celulares con caracteristicas compatibles con

citotoxicidad.

5.2.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CELULAS VIABLES Y

NO VIABLES

Con el fin de evaluar si los cambios morfolégicos observados estaban asociados
con una disminucién de la viabilidad celular, se realizé un ensayo de tincién con azul
tripan. Las células tenidas se consideraron células muertas, mientras que las células
sin tenir se clasificaron como vivas. La Figura 5.3 muestra imagenes representativas
obtenidas tras la tincion; los circulos rojos senalan ejemplos de células positivas al

azul tripan.

Asimismo, se determiné el porcentaje de células muertas para cada concentra-
cién y tiempo de exposicién. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 5.2. En
general, las concentraciones iguales o superiores a 0.500 % presentaron porcentajes
de muerte celular mayores que los observados en el grupo control. Las concentracio-
nes de 0.750 %, 1.000 % y 1.500 % mostraron consistentemente los valores més altos

de mortalidad celular durante el periodo de estudio.

Al analizar las distribuciones de area y SC wversus circularidad de las células
vivas (Figura 5.4), se observa que las tendencias identificadas en el experimento
anterior se conservan tras la tincion con azul tripan. En particular, para las con-
centraciones de miel mayores o iguales al 0.750 %, el drea y el SC disminuyen, y la
circularidad aumenta significativamente tras 72 horas de la aplicacién. De la misma

manera que en el experimento anterior, en las células con 0.250% de miel el 4rea
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FIGURA 5.3: Imagenes representativas de células HUVEC tenidas con azul tripan

tras 72 horas de tratamiento con miel en concentraciones de: a) 0.000 % (Control),
b) 0.250 %, ¢) 0.500 %, d) 0.750 %, e) 1.000% y f) 1.500%. Los circulos resaltan

ejemplos de células positivas al azul tripan.

TABLA 5.2: Porcentaje de células positivas al azul tripan para cada concentracion

de miel y tiempo de exposicion.

Concentracion( %) 24h (%) | 48h (%) | 72h (%)
0.000 50.00 35.91 26.89
0.250 48.17 41.31 43.07
0.500 64.11 39.02 53.00
0.750 76.33 72.22 61.32
1.000 67.45 87.25 57.39
1.500 80.58 75.75 75.00

aumenta significativamente.

En cambio, las células muertas muestran el mismo fenotipo morfolégico en to-

das las concentraciones de miel, pues ningtin grupo muestra diferencias significativas
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FIGURA 5.4: Gréficas de drea vs circularidad tras a) 24, b) 48 y ¢) 72 horas y gréficas

SC vs circularidad tras d) 24, e) 48 y ) 72 horas de células vivas y muertas de cada

concentracion. Se filtraron los datos para mostrar los cuartiles Q1-Q3.

en SC, Circularidad o area respecto al control. Las células se agrupan en la parte de

la grafica correspondiente a morfologias poligonales y circulares.

Comparando la morfologia de las células vivas y muertas, notamos que las

células muertas tienden a ser mas circulares y significativamente mas pequenas que

las células vivas. En las graficas de la Figura 5.4a-c, notamos que las células muertas

en todas las concentraciones presentan dreas menores a 1000 pm?, mientras que

las células vivas con concentraciones menores o iguales a 0.250 % de miel pueden

alcanzar las 2500 ym?.
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Ademas, a pesar de no ser tenidas por el azul tripan, las células con concen-
traciones de miel iguales o mayores al 0.250 % muestran areas debajo de 1000 pm?
y circularidad > 0.5. Esto sugiere que, a pesar de seguir vivas, las células trata-
das con estas concentraciones de miel muestran un fenotipo morfolégico diferente
al esperado, lo que evidencia que los cambios inducidos por el tratamiento pueden

manifestarse antes de que ocurra una pérdida detectable de viabilidad celular.

En los diagramas de fases de la Figura 5.5, podemos observar con mas detalle
las diferencias entre células vivas y muertas, donde las poblaciones de células vivas y
muertas ocupan regiones distintas del espacio morfolégico. Estos resultados indican
que la combinacion de area, SC, circularidad y diagramas de fase permite distinguir

fenotipos asociados con la pérdida de viabilidad celular.
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F1cUrA 5.5: Gréficas de SC vs Circularidad para todas las células HUVEC y muer-
tas para concentraciones de miel de a) 0.000 %, b) 0.250 %, ¢) 0.500 %, d) 0.750 %,
e) 1.000% y f) 1.500 %.
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5.3 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DEL COMPORTA-

MIENTO MORFOLOGICO

El tratamiento con 0.250 % de miel produjo una respuesta morfoldgica distinta
de las demas concentraciones evaluadas. A las 72 horas, las células HUVEC expuestas
a esta concentracién mostraron un incremento en el drea y en la complejidad de
forma, con valores promedio de SC = 66.4085 y circularidad = 0.5093. Ademas,
conservaron morfologias principalmente elipticas y poligonales, asi como patrones

de contacto y organizacién celular compatibles con la angiogénesis [83].

En contraste, las concentraciones iguales o superiores al 0.500 % se asociaron
con una disminucion del drea y de SC, acompanada por un aumento de la circula-
ridad. Estos cambios indican una transicién hacia células mas pequenas, compactas
y menos complejas, consistente con dano celular. Esta interpretaciéon fue respaldada
por el ensayo de azul tripan, en el que dichas concentraciones presentaron porcentajes

de células no viables entre 53 % y 75 % a las 72 horas.

Las células no viables ocuparon regiones morfolégicas similares independiente-
mente de la concentracion aplicada, caracterizadas por areas reducidas, mayor circu-
laridad y morfologias predominantemente poligonales o redondeadas. En promedio,
su drea fue de 305.6742 pm?, menor que la observada en células vivas del grupo
control y en células tratadas con 0.250 % de miel. Esto indica que los descriptores

morfoldgicos permiten diferenciar poblaciones asociadas con pérdida de viabilidad.

En conjunto, el uso del area, SC, circularidad, diagramas de fase y distribucio-
nes KDE permitié describir la evolucién morfologica de células HUVEC expuestas
a miel y comparar su respuesta entre concentraciones y tiempos de exposicién. Co-
mo perspectiva, este analisis podria emplearse para evaluar tratamientos, identificar

efectos citotoxicos y relacionar cambios morfolégicos con procesos asociados a la

viabilidad.



CAPITULO 6

ESTUDIO SIMULTANEO DE LA MORFO-
LOGIA Y VISCOELASTICIDAD DE CELU-

LAS MG63

La morfologia celular se ha relacionado con diversos procesos biolégicos en
células cancerosas, como la migracion y el potencial metastésico [43, 44, 45, 46]. De
manera similar, las propiedades mecanicas, como la rigidez y la respuesta viscoelasti-
ca, se han empleado para evaluar cambios asociados con el grado de malignidad
celular [48, 47, 15]. No obstante, estas propiedades fisicas suelen analizarse de mane-
ra independiente, aunque estudios recientes sugieren que podrian estar relacionadas

18, 87].

En este capitulo se estudia de manera simultanea la morfologia y la respuesta
viscoeldstica de células MG63. Para ello, se realizaron ensayos de fuerza-relajacion
mediante microscopia de fuerza atémica (AFM) y se adquirieron micrografias épti-
cas de las mismas células indentadas, utilizando un arreglo experimental que acopla
un AFM con un microscopio éptico invertido. Los pardmetros morfométricos se ob-
tuvieron mediante el andlisis de imagen descrito en la seccién 3.4, mientras que las
propiedades mecéanicas y viscoeldsticas se estimaron a partir del ajuste de las curvas

experimentales a los modelos de Sneddon, FK y FZ, conforme a lo indicado en la

76
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seccion 3.5.3.

El propédsito de este estudio es evaluar si las caracteristicas morfoldgicas de
células MG63 se relacionan con sus parametros mecéanicos y viscoelasticos, asi como
analizar si esta relacion depende de la velocidad de indentacién. Para ello, se plantean

los siguientes objetivos especificos:

» Obtener pardmetros morfologicos y viscoelasticos de células MG63 mediante

un arreglo experimental que combina microscopia 6ptica y AFM.

= Agrupar células MG63 de acuerdo con sus caracteristicas morfologicas y com-

parar sus parametros mecanicos y viscoelasticos.

= Evaluar la influencia de la morfologia celular sobre parametros como el médulo

de Young y los pardametros derivados de los modelos FK y FZ.

= Analizar el efecto de la velocidad de indentacién sobre la respuesta mecéanica

y viscoelastica de las células MG63.

= Explorar posibles relaciones entre los descriptores morfoldgicos y los pardme-

tros viscoelédsticos obtenidos en las mismas células.

6.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se empled la linea celular MG63 como modelo de estudio. Las células se sem-
braron e incubaron durante 24 horas antes de realizar las mediciones, de acuerdo
con las condiciones descritas en la seccion 3.1. Durante los experimentos de AFM,
las células se mantuvieron en su medio de cultivo para preservar sus condiciones

fisiologicas.

Se realizaron ensayos de fuerza-relajacién y se adquirieron micrografias de las
células indentadas, conforme al procedimiento descrito en la seccion 3.3. Para definir

la muestra experimental, se realizdé una inspeccién visual con el fin de seleccionar
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células con morfologias representativas. A partir de esta observacion, se eligieron
24 células individuales y se organizaron en tres grupos segun sus caracteristicas

morfoldgicas.

El tamanio de la muestra es consistente con estudios de AFM realizados en célu-
las individuales, ya que esta técnica requiere tiempos prolongados de medicion y una
alta demanda experimental en términos de alineacién, adquisicion y procesamiento

de datos [88, 76].

6.2 CLASIFICACION CON METRICAS MORFOLOGICAS

En la Figura 6.1 se muestran las 24 células analizadas, etiquetadas del 1 al 24 en
orden ascendente de SC (Eq. (2.16)). Las células se categorizaron en tres grupos en
base a este valor y los limites de cada grupo se definieron de manera empirica por la
distribuciéon de SC observada y las transiciones morfolégicas visualmente aparentes.
Los grupos resultantes se definieron de la siguiente manera. Grupo I (SC< 60),
Grupo IT (60<SC< 90), y Grupo III (SC> 90), mostrados en azul, verde y rojo,

respectivamente.

Las células con SC' < 60 son predominantemente redondas, muestran una alta
circularidad (0.77 = 0.19), una razén de aspecto baja (1.031-1.482) y una solidez alta
(0.85-0.978); estos valores confirman que son compactas e isétropas. Cabe destacar
que todas las células en este grupo tienen un SC < 59, por lo que SC = 60 es
un limite consistente antes de los cambios estructurales abruptos observados en la
célula 8. Una excepcion a la regla es la célula 7, la cual se incluye en este grupo
por su SC = 58.7, exhibe menor circularidad y es méas alargada que el resto de las
células de este grupo. De acuerdo con su morfologia, podria clasificarse dentro del

Grupo II; no obstante, se conserva en el Grupo I debido a su SC.

Las células en el Grupo II muestran caracteristicas alargadas e irregulares.

En este grupo, las células presentan una disminucién pronunciada en circularidad
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SC<60 60<SC<90 SC>90
FiGurA 6.1: Contorno de las células MG63 observadas, ordenadas por su SC y

clasificadas con colores SC < 60 (azul), 60 < SC < 90 (verde), y SC > 90 (rojo).

(0.40 £ 0.13 comparada con 0.77 £ 0.19 en el Grupo I), un aumento en la razén de
aspecto (2.59 4 0.87 comparado con 1.47 £ 0.78), y mayores perimetros (118 pm
comparado con 73 pm). Estos descriptores indican que el Grupo II corresponde a
una etapa intermedia, en la cual las células pierden su morfologia redonda, pero aun

no alcanzan la complejidad de las células observadas con SC > 90.

Para las células en el Grupo III, la clasificacién presenta una discontinuidad

aparente en la complejidad de forma. Mientras que el Grupo II se extiende hasta
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la célula 19 con SC = 84, la siguiente célula 20 presenta un valor de SC cercano
a 98, lo cual justifica aumentar el limite a 90. Esta transicion también se observa
en los demas descriptores morfolégicos; comparado con el Grupo II, las células en
este grupo presentan un mayor perimetro (126 pm vs. 118 pm), solidez reducida

(0.72 £ 0.13 vs. 0.78 & 0.08) y circularidad baja (0.41 4 0.14).

6.3 INFLUENCIA DE LA FORMA EN LAS PROPIEDADES

MECANICAS

Para evaluar la influencia de la forma de las células en sus propiedades mecani-
cas, los datos obtenidos del ajuste de 24 curvas de fuerza-distancia (Figura 6.2 a)
y fuerza-relajacién (Figura 6.2 b) para cada velocidad de indentacién se agruparon
conforme a su clasificaciéon por SC mostrado en la Figura 6.1. Se realizd un analisis

estadistico para identificar diferencias significativas entre los tres grupos.

La Figura 6.3 Muestra la mediana del modulo de Young para los tres gru-
pos. Los valores se obtuvieron ajustando las curvas de fuerza-distancia a la ecua-
cién (2.30). El valor de E Para las células en los grupos II y III es mayor que el
de las células del grupo I en todas las velocidades de indentacién; esto indica que
las células con un SC mas alto son més rigidas. Sin embargo, solo hay diferencias

estadisticamente significativas en la primera y tercera indentacion.

6.3.1 MODELO FRACCIONAL DE KELVIN

La Figura 6.4 muestra las medianas de los pardmetros F1x v ai para los tres
grupos a diferentes velocidades de indentacién. Estos valores se obtuvieron ajustando
las curvas de fuerza-relajacion a la (2.36). Para todas las velocidades de indentacién,

E1k es mas alto en los grupos II y III comparado con los del grupo I. Este resultado
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FIGURA 6.2: Gréficas de las a) curvas de Fuerza-Distancia y b) de Fuerza-Relajacién
obtenidas a las velocidades de indentacion utilizadas en este trabajo; la regién som-

breada representa todas las curvas y la curva resaltada la mediana.
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FiGurA 6.3: Gréficas de barras de las medianas del médulo de Young de cada célula
identificada, para las tres velocidades de indentacion con colores indicando el grupo
como en la Figura 6.1. Se indica la velocidad de indentacién correspondiente en la

parte inferior de la gréfica.

confirma lo observado anteriormente con el médulo de Young: un valor mayor de SC
corresponde a mayor rigidez. Aun asi, las diferencias estadisticamente significativas

solo estan presentes en la primera y tercera indentacién.
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FiGURA 6.4: Gréficas de barras de las medianas de los valores obtenidos por medio
del ajuste de las curvas al modelo FK para cada grupo de células identificado, para las
tres velocidades de indentacién con colores indicando el grupo como en la Figura 6.1.

Se indica la velocidad de indentaciéon correspondiente en la parte inferior de la gréfica.

Respecto al pardmetro ax, no hay un patron claro, sugiriendo que la forma de
la célula no tiene influencia sobre él. Ademas, en la tercera indentacion, las diferencias

entre los grupos son indistinguibles.

6.3.2 MODELO FRACCIONAL DE ZENER

La Figura 6.5 presenta las medianas de los parametros Fyz, Eiz, 77, v az
para cada grupo de células y velocidades de indentacion. Estos valores se obtuvieron
ajustando las curvas de fuerza-relajacion a la ecuacién (2.35). Respecto al parametro
Eoz, en la primera indentacion, los valores para los grupos II y III son maés altos
que los del grupo I, indicando que las células en el grupo I son mas deformables, con
diferencias estadisticamente significativas observadas solamente entre los grupos I y
I1. Este comportamiento se conserva en las demaés indentaciones; sin embargo, las

diferencias no son estadisticamente significativas.

La tendencia de los valores obtenidos para el parametro F;z indica que la
rigidez en los grupos II y III es mayor que la del grupo I. Por tanto, las células
con un mayor SC son mas rigidas. Sin embargo, las diferencias no son estadistica-

mente significativas. Este comportamiento es consistente en las tres velocidades de
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F1GURA 6.5: Graficas de barras de las medianas de los valores obtenidos por medio
del ajuste de las curvas al modelo FZ para cada grupo de células identificado, para las
tres velocidades de indentacién con colores indicando el grupo como en la Figura 6.1.

Se indica la velocidad de indentacion correspondiente en la parte inferior de la grafica

indentacién.

El parametro 7, aparenta ser mayor en el grupo III en la primera indentacion.
Sin embargo, estos datos tienen una dispersion alta y las diferencias no son estadisti-
camente significativas. En la segunda y tercera indentacién, los valores de los tres
grupos son similares. Para el parametro ay, las células en el tercer grupo muestran
valores menores, indicando mayor rigidez. Sin embargo, este comportamiento solo se
presenta en la primera indentacién. Para la segunda y tercera indentacién no hay un

patrén evidente.
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TABLA 6.1: Aumento (1) o disminucién (}) porcentual en pardmetros mecanicos

para la segunda y tercera curva de cada grupo de células relativo a la mediana de
los valores para la primera indentacion. Los valores con un aumento o disminucién

de maés del 25 % se marcaron de la siguiente manera: * p <0.05 , ** p <0.01.

SC < 60 60 < SC <90 SC > 90

2 3 2 3 2 3
Parametro
E [kPa] 411 - — — — -
E i [kPa] - - — — — -
Eyz [kPa] 2001 987 - - 94 1 -
Eyz [kPa] - 37 — — — -
K 63 % 280 49 ] xx — 52) 331
Tz [s] 74 | x — 34 | *x — 95] 85
Qay — — — — 42 1 —

6.4 INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE INDENTACION

EN LAS PROPIEDADES MECANICAS

Para aclarar el efecto de la velocidad de indentacion en la respuesta de la
célula e identificar los parametros que la describe, se realizé una comparacién entre
las diferentes indentaciones. Esta comparacion se realizo entre los grupos de células

y entre todas las células de la muestra.
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6.4.0.1 DESCRIPCION DEL COMPORTAMIENTO DE LOS PARAMETROS ELASTI-

CcOSs

Los parametros que miden las propiedades elasticas de las células incluyen el
médulo de Young (F) en el modelo de Sneddon, E1y en el modelo FK y Eoz v E1z
en el modelo FZ. La tabla 6.1 muestra un andlisis por grupo, mostrando el cambio
porcentual en estos parametros relativo a la primera indentacion. El efecto de la
velocidad de indentacion sobre los parametros elasticos varié entre los modelos. En
la segunda indentacién, cuando se aumento la velocidad, el parametro £ aumenté
39 % en células del grupo I, mientras que los demds grupos aumentaron por debajo
del 25 %. Los parametros Eix v Fyz, correspondientes a los modelos FK y FZ res-
pectivamente, mostraron cambios menores a 25 % en todos los grupos. De manera
contraria, en el modelo FZ, el pardmetro Ey; aumento 94 % o més en los grupos I
y III. A pesar de que algunos grupos mostraron cambios notorios, estos no fueron
estadisticamente significativos. Para la tercera indentacion, el cambio en los parame-
tros eldsticos fue menor que 25 % excepto por el pardmetro F,z, el cual disminuyd

31 % comparado con la primera indentacion.

La Figura 6.6 representa el comportamiento de los parametros elasticos ob-
servados en grupos individuales, lo cual se refleja también en el andlisis de todas
las células. Para la segunda indentacién, E presenta cambios notorios (p = 0.06);
FE i tiene un cambio practicamente constante; Fyz muestra los cambios mas gran-
des, con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.005) mientras que Fiz se
mantiene casi constante, con un pequeno aumento en el valor promedio comparado
con el parametro E;x. Las diferencias entre la primera y tercera indentaciéon no son

significativas.
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FiGURrA 6.6: Graficas de barras de los valores promedio del médulo de Young y de
los parametros elasticos en los modelos FK y FZ, obtenidos de toda la poblacion de
células para las indentaciones obtenidas a las velocidades de 3 um/s (azul), 12 um/s

(beige) v 3 um/s (verde).

6.4.0.2 DESCRIPCION DEL COMPORTAMIENTO DE LOS PARAMETROS VIS-

COSOS

La viscosidad de las células en el modelo FK se determina con el parametro
ag, mientras que en el modelo FZ esta gobernado por los parametros 77 y az. La
tabla 6.1 presenta un analisis grupo por grupo de estos parametros Para la segunda
indentaciéon los parametros ag y 7z disminuyeron significativamente, con cambios
por encima de 50 % en la mayoria de los grupos. Respecto al pardmetro a7, solamente
el grupo III mostré un aumento de 42 % comparado con el valor inicial, el resto no
mostré cambios. Para la tercer indentacion los pardmetros oy y 7z regresaron a
sus valores iniciales parcialmente. En los grupos I y II, los cambios fueron menores
que 25%. Para el tercer grupo los cambios excedieron los de los demds pero se
mantuvieron por debajo de los observados en la segunda indentacién. Respecto al

pardmetro oz, el cambio no excedié 25 %.

La Figura 6.7 muestra que el comportamiento de los parametros viscosos ob-
servados en grupos individuales también se ve reflejado en el andlisis de toda la
poblaciéon de células. En la segunda indentacién los parametros ay y 72 disminuyen
significativamente, p < 0.005. En la tercer indentacion estos parametros regresan
parcialmente a los valores iniciales. Cabe resaltar que la diferencia entre la primera

y tercera indentacién no son estadisticamente significativas.
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F1GURA 6.7: Valores promedio de los parametros viscosos en los modelos FK y FZ,
obtenidos de toda la poblacién de células para las indentaciones obtenidas a las

velocidades de 3 pum/s (azul), 12 um/s (beige) y 3 um/s (verde).

6.5 DIsScuUsION

Al organizar las células por su métrica SC (véase la Figura 6.1 ), las células
con valores por debajo de 60 exhiben formas elipticas o redondas con pocos lébulos o
ausentes de ellos, alargandose a medida que el SC se aproxima a 60. Para los valores
de 60 < SC < 90, las células exhiben l6bulos mas largos o més pronunciados, con
apariencias fusiformes que se vuelven mas cortas a medida que el SC aumenta. Las
células con SC cercano a 90 aparentan la forma de una D, mientras que aquellas con

SC > 90 tienen formas triangulares con l6bulos pronunciados.

La figura Figura 6.8 muestra el diagramas de fase de las células separado por los
grupos identificados. Para valores de SC < 60 y circularidad > 0.6 las células exhiben
formas circulares con contornos suaves. A medida que la circularidad disminuye
(0.4 < circularidad < 0.6), las células muestran cuerpos redondos con lébulos cortos;
para el grupo II (60 < SC < 90) muestran dos lébulos. A medida que la circularidad
disminuye (circularidad > 0.4) las células se vuelven més alargadas con dos o més
16bulos pronunciados. Finalmente, para el grupo III (SC > 90) y circularidad < 0.4

las células exhiben formas triangulares con l6bulos més pronunciados.

El uso de la circularidad en conjunto con el SC da mayor claridad sobre las

clasificacion morfoldgica de las células. Por ejemplo,separa la célula 7 de las demas
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FiGurA 6.8: Diagrama de fases SC vs Circularidad dividido por los grupos identi-

ficados en la Figura 6.1.

en el grupo I debido a su elongacion. De manera similar, separa las células en forma
de D de las células triangulares en el grupo III.Por estos motivos, aunque no tuvo
correlacion alguna con las propiedades mecdanicas de las células, se sigue considerando

a esta métrica de gran utilidad para estudiar la variedad morfolégica de la muestra.

En cuanto a su relevancia biolégica en células cancerosas, la descripcion obte-
nida a partir del SC puede ser adecuada para explorar procesos como la transicién
epitelial a mesenquimal (EMT). Esta se denota por cambios pronunciados en la for-
ma de las células, entre los cuales se encuentra la aparicién de protuberancias [89].
Por su capacidad de capturar aspectos relacionados a los lobulos, la métrica SC es
un descriptor morfolégico prometedor; ain asi, su aplicacién y relevancia biolégica

debera seguir siendo estudiada en trabajos futuros.

Al examinar las propiedades mecanicas de las células utilizando AFM se ob-
serva ocasionalmente que, incluso dentro de la misma celular, se observen diferentes

profundidades de indentacién a la misma velocidad, esto resalta la heterogeneidad
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de las células [72]. Las propiedades mecdnicas y la morfologia de las células se ven
influenciada por la composicién del citoesqueleto [90, 91].Por consiguiente, aclarar
los factores que contribuyen a las diferencias en la respuesta celular al estrés mecani-
co o la deformacién puede lograrse al estudiar la respuesta mecédnica y la morfologia

de las células de manera simultanea.

Al agrupar las células por su valor de SC, se observa una tendencia clara en los
parametros elasticos en los diferentes modelos mecanicos utilizados. Especificamente,
las células mas alargadas o con l6bulos mas pronunciados tienden a ser mas rigidas
que las circulares (véase Figura 6.3, 6.4 y 6.5). Esta relacién entre el valor de SC y
la respuesta mecanica de las células MG63 indica que el SC podria ser un descriptor
util para organizar la variabilidad morfologica que pueda estar asociada con las

propiedades mecanicas de las células.

A pesar de que no se tomaron mediciones relacionadas con el citoesqueleto en
este trabajo, estudios previos demuestran que la remodelacién del citoesqueleto esta
relacionada con la forma, polaridad y rigidez de las células. En particular, la sobre-
expresion de la vimentina ha demostrado aumentar la rigidez celular en modelos de
cancer epitelial [92, 90] y la reorganizacion de la vimentina esta asociada con cambios

en la forma y polaridad durante la transicion EMT [91].

Estos reportes sugieren que la métrica SC puede ser un descriptor relevante
para los estudios que busquen examinar la morfologia, respuesta mecanica y estruc-
tura del citoesqueleto en conjunto. Sin embargo, queda sin definir si la relacién entre
la métrica SC y la rigidez se observa solamente en las células MG63 o si también
esta presente en otras lineas celulares cancerosas y sanas. Ademds, seria de gran
valor evaluar la métrica SC junto con experimentos complementarios como la in-
munofluorescencia y las perturbaciones al citoesqueleto, incluyendo la modulacién

farmacolégica de actina y tubulina [93].

En cuanto a los pardmetros relacionados con la viscosidad, no hay una relacion

clara con ninguna de las morfométricas utilizadas. La ausencia de relevancia estadisti-
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ca en los parametros relacionados con la viscosidad puede deberse al tamano limitado
de la muestra. Estas tendencias preliminares deben interpretarse cuidadosamente en
muestras mas grandes y se deben evaluar otras lineas celulares para determinar si es

posible encontrar un patrén consistente en el comportamiento viscoso.

Otro factor determinante en la obtencion de propiedades mecanicas de las célu-
las es la velocidad de indentacién [94, 95, 88, 96]. A pesar de que la mayoria de los
trabajos previos han utilizado un tnico modelo para analizar su efecto, este tra-
bajo presenta una comparacién entre tres modelos (Sneddon, FZ y FK), revelando
comportamientos diferentes entre ellos al aumentar la velocidad de indentacion. En
primera instancia, el moédulo de Young del modelo de Sneddon aumento de ma-
nera no estadisticamente significativa. De manera similar, para el modelo FK, el
parametro F4 g se mantuvo casi constante. En contraste, el modelo FZ mostré que
el parametro Ey; incremento significativamente, mientras que F;z se mantuvo casi
constante, con una leve tendencia a disminuir. Esta discrepancia, en lugar de una
contradiccion, demuestra la respuesta de los componentes de las células, como se

explicard a continuacion.

Los modelos de Sneddon y FK no exhiben cambios estadisticamente signifi-
cativos al aumentar la velocidad de indentacién de 3 a 12 pm/s. Estos resultados
concuerdan con el trabajo de Garcia et al. [94], quienes reportaron que a bajas fre-
cuencias de modulacién (0.2-4.0 Hz), correspondientes a velocidades de indentacién
entre 0 y 20 um/s, el médulo eldstico no presenta cambios. Sin embargo, la Figura 6.9
muestra que al aumentar la velocidad, disminuy¢ la profundidad de la indentacion a
pesar de que la fuerza se mantuvo constante, lo cual indica una respuesta de la célula
al estimulo aplicado. Esto concuerda con lo reportado por [95], quienes atribuyen
esto a un endurecimiento por deformacién causado por el aumento de velocidad. Por
consiguiente, el médulo de Young y el parametro elastico del modelo FK no fueron

capaces de capturar la respuesta de la célula al aumento de velocidad.

En cambio, el modelo FZ logro proveer més informacién sobre el comporta-



CAPITULO 6. MORFOLOGIA Y VISCOELASTICIDAD DE MG63 91

3 um/s 12 um/s 3 um/s
FiGUuRrRA 6.9: Medianas de los valores de profundidad de indentacién méaxima para
cada grupo identificado en la Figura 6.1, para cada velocidad de indentacién . Se

indica la velocidad en la parte inferior de la gréfica

miento de la célula. El aumento significativo de Eyz mientras que Ejz se mantuvo
constante sugiere que existe una relacion entre F;; y la deformacién de un compo-
nente del citoesqueleto. Aunque seria dificil atribuirle este parametro a un compo-
nente en especifico, la vimentina puede jugar un papel importante, pues presenta
endurecimiento por deformacién [97, 98], dado que la reduccién en la deformacién
se relaciona con menor rigidez. No obstante, se necesita realizar mas experimentos

para aclarar la contribuciéon de uno o varios componentes del citoesqueleto.

A diferencia de F,z, el parametro Ey; aumentd significativamente. Ademas,
este cambio dependi6é de la forma de la célula. Esto indica que la respuesta de la
célula a una deformacién mas rapida depende de la organizacién de sus componentes
internos y sugiere que Eyz captura el endurecimiento de un material viscoelastico a
niveles de deformacién altos. Este hallazgo apoya la nocién de que el parametro Eyz
esta relacionado con la capacidad de deformacién de las células, propuesta en un
trabajo anterior [72]. Esto se debe a que, cuando un material viscoeldstico se defor-
ma lentamente, su estructura interna tiene tiempo de reorganizarse, fluir o relajarse
como respuesta a la fuerza aplicada. En cambio, al aplicar mayor tasa de deforma-
cion, el material no tiene tiempo suficiente para ajustarse y tiene como consecuencia
una mayor resistencia a la deformaciéon. Esto se manifiesta en las células como una
profundidad de indentacién menor para la misma velocidad. Este comportamiento

sugiere que las células MG63 se vuelven menos deformables al aumentar la velocidad
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de indentacion, siendo el grupo III el menos deformable.

Por estos motivos, el modelo FZ captura exitosamente tanto la rigidez de la
célula, surgiendo de la deformacién de sus elementos internos, como el endureci-
miento por deformacién inducido por estos elementos al aumentar la velocidad de
indentacion. Esto explica por qué los cambios en el médulo de Young no son sig-
nificativos: el aumento en la rigidez producido por el aumento de velocidad se vio
contrarrestado por la reduccién de la rigidez debido a la disminucién en la defor-
macion, resultando en cambios no significativos en el médulo de Young. A su vez,
esto sugiere que el pardametro E;x esta asociado con la informacién capturada por

el pardmetro E .

Estos hallazgos resaltan la importancia de la seleccion oportuna de un modelo
mecanico. Si bien la simplicidad de trabajar con pocos parametros es deseada, una
representacion acertada del comportamiento del sistema es esencial. En este contex-

to, el modelo FZ provee una representaciéon mas confiable de la respuesta celular.

Los parametros asociados con la viscosidad muestran cambios abruptos al au-
mentar la velocidad de indentacién El parametro oy disminuye significativamente,
indicando un comportamiento tipo-sélido. Este parametro puede caracterizar la re-
sistencia de la célula a ala deformacion, andlogo al papel de Eyz en el modelo FZ.
Por lo tanto, a i posiblemente refleja la respuesta de endurecimiento inducida por

los cambios en la tas de deformacién.

En cambio, el tiempo de relajacién del modelo FZ disminuye significativamen-
te, lo cual implica un comportamiento tipo-liquido. Este resultado difiere de las
predicciones basadas en el parametro Eyz, el cual sugiere una disminucion en la ha-
bilidad de las células para deformarse; sin embargo dada la naturaleza viscoelastica
de las células y el hecho de que los parametros viscoelasticos dependen fuertemente
de la escala de tiempo de la perturbacién mecanica aplicada [99], se vuelve necesario
considerar que tan rapido se aplico la fuerza y deformacion. Esta consideracién mo-

tivo la evaluacién del nimero de Deborah, definido como la razén entre la relajacién
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de un material y el tiempo de su deformacién, 7/t [100]. La Figura 6.10 muestra
un aumento en el nimero de Deborah, indicando que el material se comporta mas
como un sélido en condiciones de deformacion rapidas, como fue indicado por los
parametros Eyz v ak.
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F1GURA 6.10: Valores promedio del nimero de Deborah obtenidos de todas las
células en la muestra para tres indentaciones realizadas a velocidades de 3 um/s

(azul), 12 pm/s (beige), y 3 um/s (verde).

Como se menciond anteriormente, no se observa una relacion clara entre los
parametros viscosos y la forma de las células. Sin embargo, cabe resaltar que las
diferencias entre los grupos son minimas tras la primer indentacién, pero desaparecen

por completo en la tercer indentacion.

Weber et al.[88] demostraron que bajo velocidades de indentacién fijas y fuerzas
constantes, las curvas de relajacion pueden seguir el mismo camino. Esto sugiere que
los cambios observados en nuestro estudio fueron provocados principalmente por la
segunda indentacién a la velocidad de 12 pym/s. Esto resalta la importancia de tomar
en cuenta las velocidades de indentacién al caracterizar las propiedades mecéanicas
de las células. Ademads, analizar el comportamiento de la relajacion en las células
tras varias indentaciones consecutivas a varias velocidades de indentacion podria
proveer informacién importante sobre su capacidad de recuperacion. Este enfoque
puede servir como una metodologia para evaluar el danio interno inducido en la célula

por diversos tratamientos.
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6.6 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE LA INTEGRA-

CION ENTRE MORFOLOGIA Y VISCOELASTICIDAD

La instrumentacién utilizada en este trabajo demostré ser versatil y de bajo
costo. El acoplamiento de ambos microscopios permitio la evaluacién simultanea de
propiedades mecanicas y morfologicas, logrando resultados 6ptimos sin la necesidad

de adquirir un equipo de mayor costo.

La métrica SC demostroé ser una herramienta efectiva para cuantificar la com-
plejidad de las formas en la linea de MG63. Su naturaleza cuantitativa provee un
método confiable para describir geometrias irregulares y complementa a los descrip-
tores de forma convencionales al caracterizar la variacion morfométrica observada
en esta linea celular. Si bien la métrica SC es un descriptor prometedor, este estudio
sigue siendo preliminar y exploratorio. Por lo tanto, se recomienda seguir probando

su efectividad en diferentes lineas y condiciones.

El analisis de propiedades mecénicas revelé una correlacion entre la forma y la
rigidez de las células MG63 con formas complejas; las que tienen l6bulos prominentes
mostraron mayor rigidez, indicando que las células con formas poligonales son mas

rigidas en comparacion con las mas circulares.

Aumentar la velocidad de indentacién de 3 a 12 um/s aumenta también la
rigidez de las células, evidenciado por la reduccion en la deformacién aplicando la
misma fuerza. Los parametros Fyz; y Eiz del modelo FZ capturan esta relacién
de manera efectiva, describiendo el efecto combinado de la rigidez y la capacidad
de deformacion. En cambio, el médulo de Young no mostré cambios significativos
debido a los efectos compensatorios de la reduccién en la rigidez y la capacidad de
deformacién. Por otro lado, el modelo FK captura este comportamiento por medio

del parametro ag, reflejando un comportamiento mas tipo-sélido.

El modelo FZ otorgd una descripcién mas detallada y precisa de la respuesta de
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la célula a diferentes velocidades de indentacion comparado con el modelo FK. Aun
asi, es necesario realizar mas experimentos utilizando un mayor nimero de células
para entender por completo las propiedades fisicas de las células, identificar descrip-
tores prometedores y determinar los parametros mas relevantes para optimizar la

obtencion de resultados.



CApiTULO 7

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENE-

RALES

7.1 (CONCLUSIONES

En este trabajo se establecié una metodologia para la caracterizaciéon morfologi-
ca de células adherentes basada en imagenes de microscopia Optica, segmentacién
celular y analisis cuantitativo de descriptores de forma. Entre las métricas analizadas,
la complejidad de forma (SC) y la circularidad resultaron ser las més informativas
para discriminar fenotipos morfolégicos de células adherentes, ya que permiten des-
cribir diferencias asociadas con la complejidad del contorno, la presencia de protru-
siones y el grado de compactacion celular. Asimismo, la representacion conjunta de
estas métricas mediante diagramas de dispersion enriquecidos con mascaras binarias
superpuestas permitié integrar informacién cuantitativa y cualitativa en una mis-
ma visualizacion. Estas representaciones, denominadas en este trabajo diagramas
de fase, facilitaron la identificacién e interpretacién de los fenotipos morfolégicos

presentes en cada muestra.

La utilidad de la metodologia propuesta se evalué mediante el anélisis de distin-

tas lineas celulares empleando las métricas SC, circularidad y los diagramas de fase.
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Los resultados mostraron que la combinacion de estos elementos permite identificar
los fenotipos morfoldgicos predominantes en cada poblacion celular y comparar sus
distribuciones morfologicas de manera cuantitativa. En particular, el filtrado de las
distribuciones mediante los cuartiles Q1-Q3 facilité la identificacion de las regiones
del espacio morfolégico ocupadas por la mayor parte de cada poblacién, reduciendo la
influencia de valores extremos. Asimismo, la metodologia pudo aplicarse de manera
consistente a diferentes lineas celulares humanas y murinas, permitiendo establecer
comparaciones entre muestras y definir rangos caracteristicos de SC y circularidad

asociados con cada fenotipo morfoldgico.

La metodologia propuesta fue posteriormente aplicada al estudio de los cam-
bios morfolégicos inducidos por diferentes concentraciones de miel en células HUVEC
durante un periodo de 72 horas. Los resultados mostraron que la concentracién de
0.250 % produjo un incremento del area y del SC, acompaniado de una disminu-
cién de la circularidad respecto al grupo control. Asimismo, las células tratadas con
esta concentracion mostraron una mayor organizacion en estructuras lineales y pa-
trones celulares complejos, rasgos que concuerdan con una respuesta que promueve
el proceso de angiogénesis. Por el contrario, las concentraciones iguales o superio-
res al 0.500 % indujeron una disminucién progresiva del drea y del SC, asi como un
aumento de la circularidad. Estos cambios estuvieron acompanados por una aparien-
cia mas granular y una menor interaccion célula-célula, lo que sugiere alteraciones

importantes en el estado fisiologico de las células.

Con el fin de evaluar si estas alteraciones morfolégicas estaban asociadas con
una disminucién de la viabilidad celular, se realizé un ensayo de tincién con azul
tripan. Los resultados mostraron que las concentraciones iguales o superiores al
0.500 % produjeron los mayores porcentajes de células no viables, alcanzando va-
lores entre 53 % y 75 % al final del periodo experimental. El andlisis independiente
de células viables y no viables reveld que estas ultimas presentaban una morfologia
caracteristica, descrita por valores promedio de SC = 61.52, circularidad = 0.7180

y drea = 305.67 ym?. En conjunto, estos resultados sugieren que la metodologia
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propuesta permite identificar fenotipos morfoldgicos asociados con la pérdida de via-
bilidad celular y distinguir poblaciones con estados morfolégicos diferentes dentro

de una misma muestra.

Finalmente, se analiz6 la correlacién entre las propiedades mecéanicas y mor-
folégicas de células MG63 y se sometieron a diferentes velocidades de indentacién por
medio de curvas FDC y FRC para evaluar cambios en sus parametros viscoeldsticos.
Una vez mas, se utilizé la métrica SC para clasificar las células por el tamarno y la
prominencia de sus 16bulos, y se encontré que esta métrica tiene una correlacién po-
sitiva con la rigidez de las células, denotada por los médulos elasticos de los modelos
de Sneddon, FK y FZ. las células con SC < 60 mostraron ser mas deformables, al
experimentar cambios mas significativos en sus propiedades mecanicas al aumentar
la velocidad de indentacién, mientras que las células con SC > 90 tuvieron cambios
menos significativos y, por lo tanto, se consideran menos deformables. En cuanto al
estudio de propiedades mecanicas, el modelo FZ mostré correctamente la respuesta
de las células al cambio en la velocidad de indentacion, pues sus métricas Eyz v E1z

capturan la disminucién de la deformacién a pesar de aplicar la misma fuerza.

7.2 PERSPECTIVAS

La metodologia y las métricas establecidas en este trabajo muestran un gran
potencial para realizar experimentos futuros y llenar varios vacios de conocimiento.
Principalmente, en el estudio de la morfologia en conjunto con la estructura del
citoesqueleto, la distribucion de propiedades mecanicas, la migraciéon celular y la

aplicacion de tratamientos.

La combinacién del andlisis morfolégico con un microscopio de fluorescencia
puede ser utilizada para observar la orientacion de las redes poliméricas del cito-
esqueleto y si estas tienen alguna preferencia respecto a la forma. En un trabajo

reciente, Clungston et al. [101] estudiaron los cambios en la morfologia de células



CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES 99

A2058 respecto a la rigidez de un sustrato y la presencia de la formina, una proteina
relacionada con la reorganizacion de la actina en el citoesqueleto. La combinacién
de la metodologia propuesta en este trabajo junto con su protocolo para medir la
orientacion de los filamentos de actina podria revelar mas sobre la relacién entre
la forma y la arquitectura del citoesqueleto. Ademas de la rigidez del sustrato y la
transfeccion de genes, se podrian cambiar otras condiciones experimentales, como el
uso de células sanas a manera de control, la aplicacién de tratamientos que ataquen

al citoesqueleto [93] y la variacién en los componentes del sustrato [102].

Si bien el estudio realizado combinando microscopia de fuerza atéomica y éptica
mostré resultados interesantes sobre la correlacion entre la morfologia y la rigidez,
estos estudios podrian tener mayor alcance con algunas modificaciones o con equi-
pos especializados [103]. La primera es cambiar la técnica de AFM al modo Force-
mapping o Peakforce [104], en el cual en lugar de extraer una tnica curva de fuerza
por célula se obtiene un mapa con varias curvas en una region de interés. Esto per-
mitiria estudiar como se distribuyen las propiedades mecéanicas de la célula en la
regién perinuclear, en los lamelopodios y en el resto del citoplasma para verificar si
esta distribucién cambia con la morfologia, pues hay evidencia de que la respuesta
mecanica de las células es diferente en cada una de estas regiones [17, 105]. La segun-
da modificacién sugerida es recolectar datos de una muestra mas grande de células;
los experimentos en células vivas en AFM tienden a ser lentos en comparacion con
la vida de las células fuera de una incubadora, por lo que se requeriria de varias
replicas independientes o de una camara de C'O, con control de temperatura para

aumentar el tamano de la muestra.

La implementacion de un estudio morfolégico con las métricas propuestas junto
con el rastreo de células en tiempo real podria identificar los fenotipos celulares con
mayor desplazamiento cuadratico medio, lo cual indica mayor potencial metastasico
en el caso de células de céncer [43, 106]. Para esto se podria utilizar un protocolo
parecido al propuesto por Baskaran et al. [102] para estudiar la invasién en lineas

de cancer de mama.



CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES 100

En cuanto a las mejoras para el método desarrollado, se planea a futuro op-
timizar el cédigo para reducir costo computacional e implementar el uso de una
interfaz grafica para que pueda ser implementado con mayor facilidad para usuarios
sin conocimiento previo en programacién. Al ser méas sencillo de utilizar, podra ser

implementado en diferentes sistemas para seguir probando su potencial y sus limites.

El método desarrollado es ideal para la descripcion de figuras en 2 dimensiones,
lo cual es adecuado para la clasificacion de células adherentes. Para extrapolar esta
metodologia a células en suspensién seria més adecuado utilizar otro tipo de micros-
copia, como la confocal [107], que permite una representacién tridimensional de las
células. Sin embargo, la clasificacién morfolégica de objetos en tres dimensiones ha
sido poco explorada y seria recomendable intercambiar el andlisis de Fourier por la

clasificacion por arménicos esféricos propuestos por Van Bavel et al. [108].

Las métricas que se delimitaron mostraron gran utilidad para realizar un anali-
sis con pocos parametros y que estos tuvieran una interpretacién fisica clara. Sin
embargo, se ha propuesto por Bhazkar et al. [109] el uso de métodos de reduccién
de dimensionalidad como t-SNE [110] para delimitar las métricas mas relevantes y
separar grupos experimentales. Recientemente, Vadori et al. [111] compartieron en el
“22nd International Symposium on Biomedical Imaging” una comparaciéon de méto-
dos de clasificacion celular, la cual el anélisis de componenetes principales (PCA)
mostré resultados prometedores para la clasificacién automatica de célula . Aunque
el uso de las métricas SC y circularidad aparente ser suficiente para la clasificacion,
no se descarta el potencial de estos andlisis en un futuro para crear una clasificacién

mas robusta y que pueda mezclar datos de varios parametros fisicos a la vez.
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