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1.Paper de les forces de contraccié en la

integritat de la monocapa alveolar

L’epiteli alveolar forma una barrera cel lular semipermeable entre I'espai alveolar i
Iinterstici del pulmd, permetent I'intercanvi gasés a la vegada que restringeix el pas de
liquid, macromolécules i c¢l 1ules cap a l'alveol (Levitzky, 1995;Hlastala and Robertson,
1998;Maina and West, 2005). El trencament de la monocapa, degut a la formacié de forats
entre cel lules adjacents, pot donar lloc a 'augment de la permeabilitat i entrada de liquid a
I'alveol, caracteristics del dany pulmonar agut (Ware and Matthay, 2000;Geiser,

2003;Matthay and Zimmerman, 2005).

La integritat de la monocapa epitelial es regeix per un equilibri dinamic de forces als
punts d’unié cel lula-cel lula, i cél lula-matriu (Dudek and Garcia, 2001;Fink and Delude,
2005). Les forces en joc es divideixen en una component de tensié centripeta i una
component d’adhesié centrifuga. La component centripeta es deguda a les forces de
contraccié generades activament per la maquinaria contractil cel Jular i el retrocés passiu
degut a la deformacié ciclica a la que es troben sotmeses les c¢l lules alveolars durant la
respiraci6. Per tal de garantir la integritat de la monocapa, les forces d’adhesié han de ser
capaces de contrarestar la tensi6 centripeta (Dudek and Garcia, 2001). L’equilibri de forces
als punts d’unié pot veure’s compromes degut a estimuls inflamatoris o bé mecanics

(Dudek and Garcia, 2001).

El projecte de tesi es centra en el paper de les forces actives de contraccié sobre la
integritat de la monocapa alveolar en resposta a estimuls caracteristics del dany pulmonar
agut. Per tal d’estudiar aquesta component contractil, el present projecte ha utilitzat la
microscopia de traccid. Aquesta tecnica permet mesurar la for¢a que cel lules adherents
aillades realitzen sobre el seu substrat, aixi com la seva distribucié espaial i evoluci6
temporal (Dembo and Wang, 1999;Butler et al., 2002). La técnica consisteix en cultivar
cel lules adherents sobre substrats elastics que contenen microesferes fluorescents.
Comparant la posici6 de les microesferes quan la cel lula es troba adherida al substrat i un

cop aquesta ha estat desenganxada amb tripsina, podem calcular la forca que la cel lula



adherent realitzava sobre el substrat (Dembo and Wang, 1999;Butler et al., 2002).

El projecte de tesi inclou dos estudis concrets, dedicats a dos estimuls caracteristics
de dany pulmonar agut als qual poden trobar-se sotmeses les cel lules epitelials alveolars. El
primer estudi (seccié 3) es centra en P'efecte que el mediador inflamatori trombina provoca
sobre la realitzacié de forces contractils per part de cél lules alveolars epitelials. El segon
estudi (seccid 4) es centra en la resposta contractil de c¢l lules alveolars epitelials a aplicar
deformacions externes, simulant les condicions de respiracié mecanica que requereixen

molts pacients amb dany pulmonar agut.

2.0Dbjectius de la tesi

1. Estudiar la resposta contractil de c¢l lules epitelials alveolars en resposta a trombina.
1.1. Mesurar la resposta temporal de contraccié després de I'estimulacié amb trombina.
1.2. Estudiar la distribucié de forces contractils exercides per les cél lules adherides
abans i després de I'estimulacié amb trombina.

1.3. Mesurar la polimeritzacié i reorganitzacié del citoesquelet d’actina induida per
I'estimulacié amb trombina.

1.4. Estudiar el paper del citoesquelet d’actina en la resposta contractil a trombina
mitjangant pre-tractaments amb citocalasina D.

1.5. Estudiar el paper de les vies de senyalitzaci6 de la fosforilacié de la cadena lleugera
de la miosina (MLC) en resposta a trombina mitjan¢ant pre-tractaments amb ML7

1Y-27632.

2. Estudiar la resposta contractil de c¢llules epitelials alveolars en resposta a
deformacions externes.

2.1. Dissenyar, calibrar i validar un dispositiu que permeti aplicar deformacions biaxials
controlades (max ~15% deformaci6 lineal) i mesurar simultaniament les forces de
traccié exercides per cel lules epitelials alveolars.

2.2. Mesurar les forces de traccié exercides per céllules epitelials alveolars abans,
durant i després de I'aplicacié de deformacions externes (fins a 11.5% deformacié
lineal).

2.3. Determinar el paper de la polimeritzacié d’actina en la resposta contractil a



deformacio.

2.4. Determinar el paper de la creacié o trencament de ponts actina-miosina en la
resposta contractil a deformacio.

2.5. Determinar el canvis temporals en la contractilitat cel lular després de 'eliminaciéd

de la deformacid externa.

3.Estudi de Vl'efecte de Ila trombina en la

contraccio de cel-lules alveolars epitelials

3.1 Introducciod

La trombina, una serin-proteasa implicada en la cascada de coagulacié, s’ha associat
a la perdua d’integritat de la monocapa endotelial (Levi M, 2003). El trencament de la
barrera endotelial implicaria el pas d’aquest mediador inflamatori a I'espai intersticial, 1 la
subseqtient estimulacié de les cel lules de la monocapa epitelial (Moffatt et al., 2004).
Estudis realitzats en cel lules epitelials alveolars estimulades amb trombina suggereixen,
pero, un comportament oposat a 'observat en la monocapa endotelial. En concret, alguns
autors han suggerit que la trombina augmenta la integritat de la monocapa epitelial,
reflectint canvis en el balang¢ de forces de la monocapa (Kawkitinarong et al., 2004). Aquest
fet contrasta amb resultats recentment publicats pel nostre laboratori, on s’observa que la
trombina provoca augment de la rigidesa de cel lules epitelials alveolars (Trepat et al.,
2005;Trepat et al., 2006). Per altra banda, s’ha descrit que la trombina indueix fosforilacié
de la MLC i remodela el citoesquelet d’actina (Kawkitinarong et al., 2004). Aquests tres fets
poden donar lloc a 'augment de la tensié centripeta aplicada sobre els llocs d’adhesié. En
conseqiiencia, 'augment de la integritat de la monocapa observat ha de ser explicat per
alguns dels segiients mecanismes complementaris: o bé la trombina enforteix les unions
cel lulars o bé redueix les forces de contraccié actives generades per la maquinaria
contractil via la remodelacié del citoesquelet d’actina. Per tant, la mesura directa de la
resposta contractil de c¢l 1ules epitelials alveolars en resposta a trombina permetra coneixer
més ampliament el paper de la trombina en el balang de forces que regula la permeabilitat

de la barrera alveolar durant inflamacid.



Es coneix que la trombina actua sobre els receptors activats per proteases,
estimulant les vies de senyalitzaci6 que provoquen la fosforilaci6 de la MLC
(N.V.Bogatcheva, 2002). La fosforilaci6 de la MLC permet el seu acoblament amb el
citoesquelet d’actina i la posterior activacié6 de la maquinaria contractil, donant lloc a
I'exercié de forces per part de la cellula (Mehta et al., 2004). Dues d’aquestes vies de
senyalitzaci6 son les regulades per la quinasa de la cadena lleugera de la miosina (MLCK) i
la Rho quinasa. Per tal d’estudiar aquestes vies en la resposta contractil induida per la
trombina, s’han utilitzat pre-tractaments amb els inhibidors corresponents, ML-7 1 Y-27632

respectivament.

L’exerci6 de forces per part de la cel lula requereix no només la fosforilacié de la
MLC, sin6é també la preséncia d’un citoesquelet d’actina organitzat en forma de filaments
d’F-actina. Es per aixo que aquest projecte ha inclos també I'estudi del paper de la trombina
en la remodelaci6 i possible polimeritzacié del citoesquelet d’actina. S’han utilitzat tincions
immunofluorescents per visualitzar simultaniament el citoesquelet d’actina filamentosa (F-
actina) i 'actina no polimeritzada que es troba en forma globular (G-actina). D’aquesta
manera s’ha pogut quantificar la polimeritzacié d’actina induida per la trombina (Hirshman

et al.,, 1998).

3.2 Metodes

Cultiu cel Iular

Com a model de cellules epitelials alveolars s’ha utilitzat la linia comercial
immortalitzada A549, derivada d’un carcinoma huma broncoalveolar. Les cel lules A549
van ser plantades dos dies abans de I'experiment sobre gels de poliacrilamida recoberts de
col 1agen (2500 cel 1ules per gel) o sobre cobreobjectes (300,000 cel lules), per les mesures
de microscopia de traccié i immunofluorescéncia, respectivament. 24 hores abans de

Iexperiment, el medi de cultiu va ser substituit per medi sense serum.

Microscopia de traccio.

Les concentracions de poliacrilamida i BIS van ser ajustades per tal d’optimitzar la
mesura de la deformacié provocada per la célula sobre el substrat. La composicio

escollida dels gels de poliacrilamida va ser de 2% acrilamida, 0.3% BIS i 1/125 vol/vol de



microesferes fluorescent. La rigidesa resultant dels gels de poliacrilamida, va ser mesurada
mitjan¢ant microscopia de for¢a atomica. Els gels van presentar una rigidesa de 398 Pa *
114Pa. A partir de la mesura de les deformacions provocades per la c¢llula sobre el
substrat, i coneguts tant la rigidesa del gel com el contorn cel 1ular, es pot calcular la forca
que la c¢l Jula exercia sobre el substrat (Butler et al., 2002). Els experiments de microscopia
de tracci6é van ser duts a terme en un microscopi de fluorescencia invertit. Les imatges de
camp brillant 1 fluorescéncia van ser adquirides amb una camera CCD refredada. La

magnificacié utilitzada va ser de 40x.

Tincié d'actina

El procés de fixacié i permeabilitzacié de les ce¢llules es va realitzar amb
formaldehid 3.7% i Trité X-100 0.1%. Posteriorment, es va marcar simultaniament la F- i
G-actina cel lular mitjangant fal Joidina rodaminada i DNasa I conjugada amb Alexa 488,
respectivament. Per a cada mostra, es van adquirir 5 imatges de diferents camps per a cada
un dels senyals de fluorescencia, mantenint tots els parametres d’adquisicié constants. Per a
cada camp, es va calcular el quocient d’intensitats totals de F- i G-actina (F/G). L’augment

en la relacié F/G indicava polimeritzacié d’actina (Hirshman et al., 1998).

Protocol de mesures

Les mesures de microscopia de traccié es van iniciar amb 'adquisicié d’una imatge
de camp brillant de la cel lula a estudiar. A continuacid, les imatges de fluorescencia de la
superficie del gel van ser adquirides a una freqiiencia d’'una imatge per minut. Inicialment es
van enregistrar 5 minuts d’imatges, corresponents a la linia de base, 1 posteriorment es va
estimular la ceéldula amb trombina (1 U/ml; n=12) o vehicle (n=12), continuant
Penregistrament d’imatges durant 10 minuts addicionals. També es van utilitzar pre-
tractaments de 30 minuts amb citocalasina D (5 um; n=12), ML-7 (10 um; n=12), o Y-
27632 (10 uM; n=12) per estudiar tant el paper del citoesquelet d’actina com la fosforilacid
de la MLC en la resposta contractil. En les mesures d’immunofluorescencia, el procés de
fixaci6 es va iniciar 10 minuts després de Pestimulacié amb trombina (1 U/ml; n=15) o
vehicle (n=15). Addicionalment, es van realitzar pre-tractaments utilitzant les drogues i

concentracions anteriorment citades (n=15 per a cada cas).



3.3 Resultats

En condicions basals, les céllules A549 exerceixen forces contractils
predominantment a la periféria 1 dirigides cap al centre de la c¢llula. L’addiccié de
trombina provoca un augment en la magnitud de les forces pero no canvis en la seva
distribucié o direccié (Fig 1). La trombina provoca un augment significatiu d’unes 2.5
vegades respecte les forces contractils realitzades per la cél 1ula en el nivell bassal (Fig 2). La
resposta temporal va ser rapida i marcada, arribant a un plateau 8 minuts després de
Iestimul (Fig 2). La disminuci6 significativa de la forca degut als pre-tractaments, tant en
condicions bassals com especialment després de I'estimul amb trombina, indica el paper
fonamental del citoesquelet d’actina i de la fosforilacié de la MLC en la realitzacié de forces
contractils per part de cel lules epitelials alveolar (Fig 4).

Les mesures de F/G-actina mostren com l’estimul amb trombina indueix un
augment significatiu de la quantitat d’actina polimeritzada respecte el nivell estimulat amb
vehicle (Fig 3). De la mateixa manera que en les mesures de resposta contractil, els pre-
tractaments amb citocalasina D 1 Y-27632 van reduir la resposta induida per la trombina
(Fig 3). Per altra banda, el pre-tractament amb ML-7 no va provocar cap reducci6
significativa de la resposta a trombina (Fig 3). Aquests resultats sén coherents amb el rol
conegut de la Rho quinasa, que regula no només la fosforilacié de la MLC siné també la

polimeritzacié del citoesquelet d’actina (Fig 3).
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Fig 1. Contraccié produida per la trombina en una c¢llula A549. Imatge de camp brillant abans de
I’estimulacié amb trombina (superior). Camps de desplacament (mig) i corresponents camp de traccid
(infetior) abans (esquerra) i després (dreta) de I'estimulacié Durant 10 minuts amb trombina (1U/ml).
El contorn cellular dibuixat a partir de la imatge de camp brillant es mostra com una linia negra.
L’escala de colors indica la magnitud de desplacament o traccié. Les fletxes mostren la direccié I la
magnitud relativa de desplagaments i traccions. Els desplacaments i les traccions van set calculades amb
una resoluci6 espaial de 1.3 um. Per claredat, les fletxes es mostren amb un espaiat de 3.9 pm. La barra

d’escala correspon a 10 um.
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Fig 2 Resposta temporal de la contraccié de cel lules epitelials alveolars en resposta a trombina (simbols
negres) o vehicle (simbols blancs). Superior: Magnitud total de forga (F). Inferior: Moment contractil
(M). Les fletxes indiquen ’addicié de trombina (concentraci6 final 1 U/ml n=12) o vehicle (n=12).Les

dades es mostren com mitjana = SE.
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Fig 4 Efecte de la disrupcié del citoesquelet d’actina I la inhibicié de les vies de senyalitzacié de
la MLCK I la RoK en la conversié de G-actina a F-actina induida per la trombina. Quocient de
F/G-actina en cél lules estimulades amb vehicle (barres blanques) o trombina (bartes negtes),
no pre-tractades o pre-tractades (30 min) amb citocalasina D (5 uM), ML-7 (10 uM) i Y-27632
(10 uM). Les dades es mostren com mitjana = SE (n = 15). + i ++ indiquen P < 0.051 P < 0.01,
respectivament, comparat amb c¢l lules no pretractades amb trombina. Les diferéncies entre

cel lules pretractades i no pretractades estimulades amb vehicle no va ser significativa..
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Fig 3 Efecte de la disrupci6 del citoesquelet d’actina i la inhibicié de les vies de senyalitzacié de la
MLCK T la RoK en la contraccié induida per la trombina. Magnitud total de forga en cel lules
estimulades amb vehicle (barres blanques) o trombina (barres negres), no pre-tractades o pre-
tractades (30 min) amb citocalasina D (5 pM), ML-7 (10 pM) i1 Y-27632 (10 uM). Les dades es
mostren com mitjana £ SE (n = 12). *, ** and *** indiquen P < 0.05, P < 0.01 i P < 0.001,
respectivament, comparat amb la for¢a basal de ccl lules no pretractades. ++ 1 +++ indiquen P <

0.01 and P < 0.001, respectivament, comparat amb cel lules no pretractades amb trombina.



3.4 Conclusions

Els resultats del present estudi mostren que les cellules epitelials alveolars
presenten un nivell bassal de forces contractils. El mediador inflamatori trombina
augmenta el nivell contractil de les c¢l 1ules epitelials alveolars. Aquest augment és regulat
tant per la polimeritzaci6 i remodelacié del citoesquelet d’F-actina, com per I'activacié de la
maquinaria contractil a través de les vies de senyalitzacié de MLLCK i Rho quinasa. En el
pulmé sa, Paugment de forces centripetes observat pot ser compensat per les forces
d’adhesi6 cel 1ular. Tot i aixo, en condicions de dany pulmonar, 'augment de forces induit
per la trombina pot empitjorar la integritat de la barrera epitelial alveolar.

Els resultats d’aquest estudi han estat publicats a la revista Journal of Applied

Physiology (Gavara et al., 2000).
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4.Estudi de la contraccio de cel-lules alveolars
epitelials en resposta a deformacions

externes

4.1 Introduccio

Les cel lules epitelials alveolars es troben constantment sotmeses a deformacions
cicliques durant la respiracié. Alguns estudis afirmen que 'amplitud de les deformacions
correspon a un 4% durant la respiracié normal i pot arribar a 25% en inspiracions
profundes o exercici intens (Tschumperlin and Margulies, 1999;Vlahakis and Hubmayr,
2005). Estudis previs realitzats al nostre laboratori han mostrat que Il'aplicacié de
deformacions externes sobre c¢l lules epitelials alveolars causa 'augment de la seva rigidesa
(Trepat et al., 2004). En condicions dinamiques, aquest augment de rigidesa pot donar lloc
a 'augment de forces centripetes aplicades sobre els punts d’adhesié cel lular, implicant la
perdua d’integritat de la barrera alveolar (Trepat et al., 2004). Per garantir la integritat de la
monocapa alveolar, aquest augment de forces ha de ser compensat amb un augment de les
forces adhesives, o bé una disminucié de les forces de contraccié actives. Per tant, la
mesura directa de la resposta contractil de cellules epitelials alveolars en resposta
deformacions externes ens permetra concixer més ampliament el balang de forces que

regula la permeabilitat de la barrera alveolar en condicions dinamiques

Les tecniques actuals no permeten I'aplicacié de deformacions externes sobre les
cel lules simultaniament amb la mesura de les forces que aquestes exerceixen sobre el seu
substrat (Munevar et al., 2004). Es per aixd que part d’aquest estudi es centra en el disseny,
construccio i validacié d’un sistema que permeti aplicar deformacions externes 1 mesurar
simultaniament les forces de traccié. El sistema dissenyat permet combinar dues teécniques
presents en el nostre laboratori, la microscopia de traccié (Gavara et al., 2000) i I'aplicacié
de deformacions controlades sobre cultius cel lulars (Trepat et al., 2004). El sistema esta

constituit per una membrana flexible, deformable mitjangant un sistema de buit, sobre la

11



qual es construeix un gel de col lagen (Trepat et al., 2004). Les deformacions a les quals es
sotmet la membrana flexible es transmeten a través del gel de col lagen fins a les cel lules
adherides. El gel de col lagen conté microesferes fluorescents, permetent aixi la mesura de
les deformacions provocades per la cellula adherida sobre aquest substrat (Tolic-

Norrelykke et al., 2002).

4.2 Metodes

Cultiu cel tular.

Com a model de cellules epitelials alveolars es va utilitzar la linia comercial
immortalitzada A549, derivada d’un carcinoma huma broncoalveolar. Pels experiments de
microscopia de traccid, les cel lules es van plantar 1 dia abans de 'experiment sobre gels de
col lagen I construits sobre membranes flexibles (2500 cel lules per gel). Pels experiments
d’immunofluorescencia, les céldules es van plantar 4 dies abans de lexperiment
directament sobre membranes flexibles recobertes de col lagen tipus I (300,000 cel 1ules

per membrana).

Aplicacid de deformacions externes.

El dispositiu de mesura es mostra esquematicament a la Fig 5. Les deformacions
externes s’apliquen a través d’'una membrana flexible transparent sota la qual es genera buit
de manera controlada. Sobre la membrana es construeix el gel de col lagen, que permet la
realitzacié de les mesures de microscopia de traccid. Per obtenir deformacions biaxials en la
regié central, es colloca un suport cilindric sota la membrana i s’apliquen pressions
negatives a la part anular externa de la membrana. El sistema pot ser col locat sobre la
platina d’un microscopi de fluorescencia invertit i permet l'utilitzacié simultania d’un

microscopi de forca atomica
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Microscopia de traccio.

La concentracié de col lagen I es va ajustar per tal d’optimitzar la mesura de la
deformacié provocada per la cél lula sobre els substrat. I.a concentracié escollida del gel de
col lagen va ser de 1.5 mg/ml i 1/500 vol/vol de microesferes fluorescents. La rigidesa
resultant dels gels de col lagen va ser mesurada mitjangant microscopia de for¢a atomica
tant en condicions de relax com en condicions de deformacié externa. A partir de la
mesura de les deformacions provocades per la cél lula sobre el substrat, i coneguts tant la
rigidesa del gel com el contorn cel lular, es va calcular la for¢a que la cel 1ula exercia sobre
el substrat. A partir de la mesura de les deformacions sobre el gel provocades per la
deformaci6 externa es va calcular el nivell de deformacié externa al qual estava sotmes el
gel, 1 per tant la cel 1ula. Els experiments de microscopia de traccié van ser duts a terme en
un microscopi de fluorescéncia invertit. Les imatges de camp brillant i fluorescéncia van ser

adquirides amb una camera CCD refredada. La magnificaci6 utilitzada va ser de 20x.

Tincié d'actina.
El procés de tincié d’actina va ser realitzat integrament en el dispositiu d’aplicacio

de deformacions, situat sobre la platina del microscopi, mantenint aixi el nivell de

Home-built AFM

/

Stretched substrate

Collagen gel
35 mm well

Vacuum
Sample holder —_—

Microscope objective

Fig 5 Esquema del dispositiu de deformacié. El gel de collagen amb les microesferes inserides
va set polimeritzat en les membranes flexibles d’un pou de cultiu. El pou es col loca sobre
d’un anell concentric amb Pobjectiu d’un microscopi d’epifluorescencia.. Al aplicar buit sota la
part exterior de la membrana, la part interior d’ella es deforma de manera homogenia i biaxial,
aix{ com el gel de col lagen. El dispositiu de deformacié pot ser utilitzat simultaniament amb

un microscopi de for¢a atomica.
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deformaci6 externa constant. El procés de fixaci6 1 permeabilitzacié de les cel lules va ser
realitzat amb formaldehid 3.7% 1 Trit6 X-100 0.1%. Posteriorment, es va marcar
simultaniament la F- i G- actina cel lular mitjangant fal loidina rodaminada i DNasa I
conjugada amb Alexa 488, respectivament. Per a cada mostra, es van adquirir 5 imatges de
diferents camps per a cada un dels senyals de fluorescéncia, mantenint tots els parametres
d’adquisici6 constants. Per a cada camp, es va calcular el quocient d’intensitats totals de F- i

G-actina (F/G).

Protocol de mesures.

El protocol de mesura es mostra esquematicament a la figura adjunta. Per a cada un
dels punts I a III es va adquirir una imatge de camp brillant i una imatge de fluorescencia
de la superficie del gel. Per als punts IV a VII es va adquirir unicament una imatge de
fluorescencia del gel. Entre cada un dels punts I a VII es va deixar transcorre 2 minuts.
Aparellant les imatges de la manera indicada a continuacié es van poder calcular els

segtients valors:

I vs IV: forca bassal

IT vs V: for¢a durant deformacié

III vs IV: forga post-deformacié

V vs IV: nivell de deformaci6 externa

VII vs V: repetitivitat de la deformacié externa

VI vs IV: soroll de la mesura

2 o l o _ O lll
* (@) /2
l . |
\\O/; - II'\Q/J Trypsin
o -2 o -
o LN
baseline stretch
VII
O Q
O ° O o
| = o = o
(9] o o ° o ~ O 1o o © e

Fig 6 Esquema del protocol de measures. I: Una imatge de camp brillant i una de fluorescéncia
d’una cel 1ula sola van ser adquirides. II: El gel va ser deformat i es van adquirir dues imatges més.
III: La deformacié es va relaxar i es van adquirir dues imatges més IV: Després de desenganxar la
cel lula, es va adquirir una imatge de fluorescéncia del gel relaxat. V: El gel va ser deformat i es va
adquirir una altra imatge de fluorescencia. VI-VIIL: El procés de deformacié-relaxacié es va repetit

inntament amb Padauisicié d’imatoes de fluorescéncia..
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Parametres de control

Per tal de validar el sistema i assegurar-ne el correcte funcionament, es van establir
certs parametres de control. Els parametres escollits son la repetitivitat de la deformacié
externa i la seva biaxialitat. Per a cada un dels experiments es va calcular els seus nivells de

qualitat. Si els valors eren per sota del nivell de qualitat llindar, 'experiment era rebutjat.

4.3 Resultats

Es va mesurar el modul de young dels gels per diferents nivells de deformacié (Fig
7). Els valors obtinguts van ser utilitzats per calcular el camp de traccions realitzat per les
cel lules. La figura Fig 8 mostra la calibracié del sistema. La deformacié del gel va ser lineal
1 equibiaxial. En condicions bassals, les céllules A549 exerceixen forces contractils
predominantment a la periféria i dirigides cap al centre de la cellula. L’aplicacié de
deformacié va provocar un augment en la magnitud de les forces pero no va canviar la seva
distribuci6 o direccié (Fig 9). L’augment relatiu en les forces exercides en condicions de
deformaci6 (11%) va ser de un 100% respecte els nivells basals (Fig 10). L’eliminaci6 de la
deformacié va provocar una reduccié en la magnitud de les forces perd no va canviar la
seva distribucié o direccié (Fig 9). La disminucié relativa en les forces exercides en

condicions de post-deformacié va ser de un 33% respecte els valors bassals.

160 1

140

120 A

100

Stiffness (Pa)

60 -
40 - 1
20 A -
0 ' T
0% 5.5% 11%
Strain

Fig 7 Modul de Young dels gels de col lagen (n=5) sotmesos a deformacions de 0% (barra blanca),

5.5% (barra grisa) i 11% (barra negra). Les dades es mostren com a mitjana = SE.
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Fig 8 Calibracié del dispositiu de deformacié. La deformacié va ser calculada a partir de imatges de

fluorescéncia de la superficie del gel de collagen (n=5). La corba pressié-deformaci6 és lineal (esquerra) i

biaxial (dreta) fins a deformacions de 13.5%. Les dades es mostren com a mitjana + SE.

Fig 9 Contraccié induida per I'aplicacié de deformacions externs en una cél lula epitelial alveolar. Camps de traccié
d’una cel lula A549 abans (esquerra), durant (mig) i després (dreta) de I'aplicacié de deformacié. Les vinyetes mostren
les imatges de camp brillant en les configuracions de deformacié corresponents. El contorn cel lular, dibuixat a partir
de les imatges de camp brillant, es mostra com una linia negra. I’escala de color indica la magnitdu de forces de
traccié (Pa). Les fletxes mostren la direccié i magnitud relativa de les forces de traccid. Les traccions van ser
calculades amb una resolucié espaial de 2.6 um. Per claredat, les fletxes en la figura es mostren amb un espaiat de 7.8

um. La batra d’escala cortespon a 20 pm.
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Les mesures de F/G-actina mostren com la deformacié no produeix canvis
significatius en el nivell d’actina polimeritzada (Fig 11).

Quan les cel 1ules van ser pretractades amb ML7, 'augment de forces produit per la
deformaci6 va ser major que en condicions control (Fig 12). Aquesta diferéncia significativa
en I'augment de forces degut a la deformacié indica el paper fonamental de la maquinaria
contractil en els canvis de contraccié produits per la deformacié. Les nostres dades
suggereixen que la deformacié trenca els ponts actina-miosina. Per tant, 'augment de
forces contractils degut a la recuperacié passiva del citoesquelet d’actina va acompanyada
per una reduccié de forces deguda al trencament de la maquinaria actina-miosina.

Després de leliminacié de la deformacio, les cellules van anar recuperant
lentament la seva contractilitat basal (Fig 13). Aquest nivell es va aconseguir 8 minuts
després de la relaxacié de la deformacié. Aquests resultats indiquen que la deformacio
estimula vies de senyalitzacié de la contraccid, recuperant de manera activa la contractilitat

perduda degut a la deformaci6 .
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Fig 10 Contracci6 induida per I'aplicacié de deformacions externs en cel lules A549. Els valors de F
es presenten com a canvis relatius respecte el valor basal. Les céllules van set sotmeses a
deformacions de 0% (n=6, barres esquerra), 5.5% (n=06, barres mig) o 11% (n=0, barres dreta). Les
barres negres corresponen a la configuracié de deformacié i les barres blanques corresponen a la
configuracié post-deformacié. * i *** indiquen p<0.05 i p<0.001 vs condicions basals,

respectivament.

17



4.5

4,0 1

3,51

30/

oof Lol wemm |1 1

Baseline Stretch  Post-stretch

F/G-actin fluorescence ratio

Fig 11 Canvis en el quocient F/G-actina induits per deformaci6 en cél lules a A549s. La tinci6 va ser
duta a terme abans (barra grisa, n=>5), durant 11% de deformacié (barra negra, n=>5) or després de la

relaxaci6 de la deformacié (barra blanca, n=5).
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Fig 12 Efecte of inhibicié de MLCK en la resposta contractil induida per deformacions externes. Els
valors de I es presenten com a canvis relatius respecte el basal. Les cél 1ules van ser subjectes a nivells
de deformacié del 5.5% (barres esquerra) i després la deformacié va ser eliminada (barres dreta). Les
batres blanques corresponen a les cel lules no pretractades (n=6) i les batres negres corresponen a les
cel lules pre-tractades amb MI-7 (n=6). La linia de punts correspon al nivell de forca basal. ** indica
p<0.01 vs augment relatiu provocat per la deformacié en les condicions control (no pretractament

barra blanca de 'esquerra).
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Fig 13 Resposta temporal de la recuperacié de I després de eliminar la deformacié. Els valors de Fes
presenten com a canvis relatius respecte el basal. Les cél lules (n=6) van ser sotmeses a 5.5% de
deformacié i la deformacié va ser posteriorment eliminada. El temps inicial correspon a linstant

d’eliminacié de la deformacié. La linia de punts correspon al nivell de forca bassal.

4.4 Conclusions

Els resultats del present estudi mostren que la deformacié del substrat indueix la
contracci6 de c¢l Jules epitelials alveolars. Per altra banda, la relaxacié de la deformacié té
com a resultat la disminucié de les forces contractils respecte els nivells bassals. Els
resultats mostren que augment de forca no es degut a la polimeritzacié del citoesquelet
d’actina. Per altra banda, els nostres resultats suggereixen que la deformacié trenca els
ponts actina-miosina, disminuint la generacié activa de forces contractils. Per tant,
I'augment de forces en condicions de deformacié es deu a la recuperacié passiva del
citoesquelet d’actina. La deformacié també activa vies de senyalitzacié de la contraccid,
possiblement a través de canals de calci. I’augment de forces centripetes observat en
condicions de deformacié pot posar en perill equilibri de forces en la barrera alveolo-

capil 1ar, resultant en el trencament de la barrera i edema pulmonar.
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5.Conclusions de la tesi

20

S’ha mesurat la resposta contractil de cellules epitelials alveolars després de
I'estimul amb trombina. I.a trombina (1 U/ml) va provocar un rapida resposta de
2.5 vegades en la magnitud total de forca. I’augment de forces provocat per la
trombina va arribar a un valor plateau al cap de 8 minuts després de 'estimul
(objectiu 1.1).

Es va estudiar la distribucié de forces contractils exercides per les cel lules
adherides abans i després de 'estimulacié amb trombina. Les forces contractils van
ser exercides principalment a la periferia i dirigides cap al nucli. L’estimul amb
trombina no va fer canviar la distribucié de forces pero va incrementar la direccié
centripeta de les forces (objectiu 1.2).

Es va observar la polimeritzaci6 i reorganitzacié d’actina induida per la trombina.
La trombina va induir la polimeritzacié d’actina 1 la formacié d’un anell periféric
d’actina (objectiu 1.3).

S’ha estudiat el paper del citoesquelet d’actina en la resposta contractil a trombina.
La depolimeritzacié del citoesquelet d’actina amb citocalasina D va inhibir la
resposta contractil i la polimeritzacié d’actina (objectiu 1.4).

S’ha estudiat el paper de les vies de senyalitzacié de la MLC en la resposta contractil
induida per la trombina. La inhibici6é de la MLCK 1 amb ML7 va inhibir la resposta
contractil pero no la polimeritzacié d’actina. La inhibici6é de la Rho-quinasa amb Y-
27632 va inhibir la resposta contractil 1 va reduir la polimeritzacié d’actina (objectiu
1.5).

S’ha dissenyat, validat 1 calibrat un dispositiu per aplicar deformacions controlades
biaxials i simultaniament mesurar les forces de traccié exercides per cel lules
epitelials alveolars (objectiu 2.1).

S’han mesurat les forces de traccié exercides per cél lules epitelials alveolars abans,
durant i després de ser estimulades amb una deformacié externa. La deformacié va
provocar un augment en les forces de traccié de fins a 2 vegades per a
deformacions lineals de 11%. Aquest augment va dependre del nivell de deformacié
aplicada (objectiu 2.2).

L’eliminacié de la deformacié va resultar en la relaxacio cel lular, arribant a nivells



10.

11.

12.

13.

14.

15.

de 33% del valor basal per a deformacions del 11%. La relaxaci6 cel lular també va
dependre del nivell de deformacié previament aplicat (objectiu 2.2).

S’ha estudiat el paper de la polimeritzacié d’actina en la resposta contractil a
deformacié. No s’han observat canvis significatius en la quantitat d’actina
polimeritzada abans, durant o després de 'aplicacié de deformacié (objectiu 2.3).
S’ha estudiat el paper del trencament dels ponts d’actina-miosina en la resposta
contractil a deformacié. Quan la generacié activa de forces va ser reduida
mitjangant la inhibicié de la MLCK, 'augment relatiu en les forces de traccié degut
va deformacié va ser major (140% vs basal) que en condicions control (45% vs
basal) (objectiu 2.4).

La disminucié relativa de forces de traccié respecte el nivell bassal després de
Ieliminacié de la deformacié va ser menor en cel lules on s’havia inhibit la MLCK
que en condicions control (objectiu 2.4).

Les conclusions 10 i 11 suggereixen que la deformacié indueix el trencament dels
ponts actina-miosina (objectiu 2.4).

S’han estudiat els canvis temporals en la contractilitat cel lular després de
Ieliminacié de la deformacid. Després de eliminacié de la deformacio, les forces
contractils es van anar recuperant progressivament fins arribar a nivells basals al cap
de 8 minuts (objectius 2.5).

La trombina 1 la deformacid, que séon estimuls caracteristics de dany pulmonar agut,
indueixen I'augment de forces contractils en cel lules epitelials alveolars.

L’augment en la contraccié cel lular observat pot descompensar el balang de forces
de la barrera epitelial alveolar. I’aparicié potencial de forats paracel lulars pot

iniciar dany de nou en pulmons sans o empitjorar el dany pulmonar pre-existent.
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