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Introducció 

En organismes multicel·lulars complexos com els humans, el comportament de cèl·lules 

individuals ve dictat en gran mesura per les interaccions amb la matriu extracel·lular 

(ECM) (4). La ECM és una xarxa de proteïnes filamentoses (com ara col·lagen, 

fibronectina o laminina) que proporciona un substrat físic per l’adhesió cel·lular. 

L’adhesió a la ECM està mitjançada bàsicament per les integrines, que són un tipus de 

proteïnes responsable de la transmissió a l’interior de la cèl·lula tant de senyals 

bioquímiques com de forces (18). El grau d’adhesió entre cèl·lules i el seu substrat, i la 

forma cel·lular que en resulta, han estat reconeguts com un factor determinant en 

l’expressió gènica i proteica i en funcions cel·lulars com la diferenciació o la 

proliferació (3; 5; 11). Remarcablement, s’ha determinat que aquesta regulació de la 

funció cel·lular depèn de la forma cel·lular independentment del grau d’enllaç entre 

integrines i ECM (3) (Fig. 1), suggerint que algun factor apart de la senyalització 

bioquímica és el responsable de llegir la informació associada amb l’adhesió cèl·lula-

substrat i de provocar una certa resposta en la funció cel·lular. 

Un factor que podria ser responsable de detectar l’adhesió cèl·lula-substrat és la 

mecànica cel·lular (16). Certament, s’ha vist que un increment en l’extensió cel·lular 

(àrea que ocupa una cèl·lula sobre un substrat) està associat amb un increment de la 

polimerització d’actina (22), de la fosforil·lació de la cadena lleugera de la miosina 

(MLC) (21), de la duresa cel·lular (2) i de la contractilitat (29). Les cèl·lules podrien 

doncs respondre a canvis en la forma cel·lular incrementant la tensió mecànica del 

citoesquelet i activant vies de mecanotransducció, probablement involucrant la família 

de GTPases Rho (4). Tanmateix, aquesta hipòtesi no ha estat directament verificada, i 

altres paràmetres (com ara la forma del nucli) podrien estar involucrats (28). 

Addicionalment, encara no existeix un estudi global que analitzi com l’adhesió al 

substrat (i la forma cel·lular resultant) afecta la mecànica de les cèl·lules, i quines 

implicacions té això en la funció cel·lular. 
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L’objectiu d’aquesta tesi ha estat l’estudi del paper de l’adhesió al substrat en la 

mecànica cel·lular per dos tipus cel·lulars relacionats amb el sistema respiratori, que 

constitueix l’àrea d’interès del nostre grup de recerca. El primer d’aquests tipus 

cel·lulars ha estat els neutròfils, un tipus de cèl·lules generalment no adherents però que 

s’activen i s’endureixen en contacte amb cèl·lules endotelials o amb un substrat com el 

vidre (33; 34). La mecànica de neutròfils en els seus estats passiu i activat juga un paper 

clau a l’hora de determinar la funció dels neutròfils en resposta a estímuls inflamatoris 

(6; 31). Tanmateix, actualment no està clar si la mecànica de neutròfils es correspon a la 

d’una gota líquida (7; 8) o si exhibeix esmorteïment estructural (10; 35). Els canvis 

induïts  per l’activació en la mecànica de neutròfils tampoc estan clars. Per clarificar 

aquestes qüestions, es va mesurar la reologia de neutròfils en funció de l’adhesió al 

substrat, posant èmfasi en les seves implicacions en la funció d’aquestes cèl·lules en els 

capil·lars de la microvasculatura dels pulmons. El segon tipus cel·lular estudiat va ser el 

de les cèl·lules endotelials, també provinents de capil·lars de la microvasculatura dels 

pulmons. En aquest cas, el treball es va orientar a entendre com la forma cel·lular 

(controlada a través de la tecnologia coneguda com a microestructuració o 

“micropatterning”) afecta la mecànica i la proliferació cel·lular. La comprensió de com 
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Fig. 1 La proliferació cel·lular depèn de la forma (caracteritzada per l’extensió de les cèl·lules) 
independentment del grau d’enllaç entre integrines i ECM. (A) Gràfic mostrant micropatrons utiltizats per 
controlar l’àrea d’adhesió cel·lular. A través d’una tècnica de microestructuració, es van obtenir àrees en un 
substrat recobertes de fibronectina on les cèl·lules podien adherir-se (marcades en gris), envoltades d’una àrea 
que impossibilitava l’adhesió cel·lular. (B) Exemples de cèl·lules creixent sobre aquests substrats. (C) Gràfics 
mostrant l’extensió cel·lular (barres negres, gràfic superior), l’àrea de contacte entre cèl·lula i ECM (barres 
grises, gràfic superior), la proliferació (grafic del mig), i l’apoptosi (gràfic inferior) per cèl·lules creixent en 
micropatrons diferents. Tot i que l’àrea de contacte entre cèl·lules i ECM es manté aproximadament constant, 
el creixement cel·lular (proliferació) augmenta amb l’extensió cel·lular. Imatge adaptada de (3). 
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la forma cel·lular controla la proliferació es crucial per entendre el procés de 

l’aniogènesi o formació de nous vasos sanguinis, el qual es dóna essencialment durant 

la formació embrionària i en processos patològics com la formació de tumors (14). 

Aquest estudi ens va permetre avaluar el paper de la mecànica cel·lular en la 

proliferació de cèl·lules endotelials i determinar la seva importància relativa. 

En ambdós estudis, la mecànica cel·lular va ser avaluada mitjançant la mesura del 

mòdul complex elàstic G* amb microscopia de forces atòmiques (AFM) seguint un 

procediment ja descrit (1). G* proporciona informació tant sobre l’elasticitat cel·lular 

(duresa) com sobre la viscositat, i pot ser mesurat amb AFM per un ampli rang de 

freqüències. Això permet una caracterització precisa de la reologia cel·lular i una 

avaluació de la tensió interna del citoesquelet a través de la mesura de duresa. 

Materials i mètodes 

Cultiu cel·lular 

Els neutròfils van ser aïllats de rates Sprague-Dawley de sexe masculí (Charles River, 

Wilmington, MA) seguint un procés de gradient en tres passos (1.083mg/ml / 

1.119mg/ml) (24). Les cèl·lules endotelials microvasculars de pulmó humanes 

(HMVEC-L, Clonetics, East Rutherford, NJ) van ser cultivades en medi EGM-2MV 

(també de Clonetics), completament suplementat amb el kit proporcionat pel proveïdor. 

Un dia abans de les mesures, les cèl·lules van ser despreses de flascons de cultiu amb 

una solució de tripsina (Clonetics) i plantades en plaques de petri microestructurades.  
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Fabricació de substrats microestructurats. 

Es van fabricar substrats microestructurats amb illes recobertes de fibronectina. Per fer-

ho, primer es van fer forats en un substrat de silici (master) de 3 µm de profunditat i de 

la forma desitjada utilitzant tecnologia de feix d’ions focalitzats (FIB) (FEI Co., 

Hillsboro, OR). Seguidament, es va abocar prepolímer de poli(dimetilsiloxà) (PDMS) 

(Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI) sobre el master, es va calentar a 80 ºC durant 

una hora per polimeritzar-lo, i finalment es va separar del master. Després de la 

separació, la rèplica de PDMS obtinguda (amb estructures elevades en comptes de 

forats) va ser utilitzada per estampar fibronectina en plaques de Petri utilitzant un 

procediment conegut (26). Les formes finals que es van obtenir van ser circulars i 

el·líptiques de diferents àrees (Fig. 2A). 
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Fig. 2 Control de l’adhesió cel·lular mitjançant substrats microestructurats i measures d’AFM. (A)
Illes microestructurades i recobertes de fibronectina amb formes circulars i el·líptiques van ser usades 
per controlar l’extensió i l’anisotropia de cèl·lules endotelials. (B) Rastrejant les cèl·lules 
horitzontalment amb la micropalanca de l’AFM, es pot obtenir un mapa topogràfic de la cèl·lula a 
partir del qual es poden visualitzar els filaments d’actina i es pot mesurar el volum cel·lular. (C, 
esquerra) La mecànica cel·lular es pot avaluar indentant una cèl·lula i aplicant petites oscil·lacions. 
Primer, s’obté una corba de força-indentació (F-δ) mentre la punta de la micropalanca s’aproxima i 
contacta la cèl·lula (línia contínua) i seguidament es retira (línia discontínua). Aquesta corba s’utilitza 
seguidament per determinar el punt de contacte entre cèl·lula i punta (fletxa). A partir de la fletxa, els 
valors positius de δ indiquen indentació, mentre que els negatius indiquen la distància entre cèl·lula i 
punta.  Un cop es determina el punt de contacte, la micropalanca es situa a una indentació d’operació 
δ0  de ~ 500 nm i s’aplica un petit senyal sinusoïdal. (C, dreta) Senyals sinusoïdals corresponents de 
força (gràfic superior) i indentació (gràfic inferior).utilitzats per calcular G* per una cèl·lula 
endotelial concreta. En el cas de les mesures en neutròfils, es van utilitzar senyals multifreqüencials 
en comptes de sinusoïdals per obtenir G*(ω) en funció de la freqüència. 
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Mesures d’AFM 

La magnitud G* de les cèl·lules va ser mesurada amb un AFM construït al laboratori 

acoblat a un microscopi òptic invertit (Zeiss Axiovert S 100) utilitzant un mètode 

prèviament descrit (1; 23), (Fig. 2C). Les cèl·lules van ser indentades amb 

micropalanques de nitrur de silici amb forma de V prèviament recobertes d’or (constant 

de molla nominal k=0.01 nN/m). Per fer mesures, una imatge de camp brillant 

obtinguda amb el microscopi òptic acoblat a l’AFM va ser utilitzada per posicionar la 

punta de la micropalanca sobre les cèl·lules. Aleshores, es van obtenir 10 corbes de 

força-desplaçament (F-z, on F=kd i d és la deflexió de la micropalanca) a base de 

moure la micropalanca en la direcció vertical a una velocitat constant (amplitud de 2.5 

µm, freqüència d’1 Hz, indentació ~1 µm). Amb aquestes corbes es va determinar el 

punt de força zero i el punt de contacte (Fc, zc) entre la cèl·lula i la punta de la 

micropalanca. La punta va ser posicionada a una indentació δ = (z-zc)-d de ~0.5 µm, i es 

va aplicar una petita oscil·lació vertical a la freqüència desitjada. El càlcul de G* va ser 

efectuat a partir de les mesures d’AFM seguint un procediment descrit (1; 23). En el cas 

de les cèl·lules endotelials, l’AFM també va ser utilitzat per calcular el volum nuclear 

(Fig. 2B) 

Modelització 

La dependència freqüencial de G* en neutròfils va ser analitzada amb el model Kelvin 

de gota líquida i amb el model d’esmorteïment estructural. Per un cos de Kelvin, (amb 

dos molles elàstiques kS1 i kS2 i un element viscós µS) G* es pot expressar com (12): 

( )
2 2 2

*
2 2 2 2 2 2

S S2 S S2
K S1

S2 S S2 S

k k
G k i

k k
µ ω µ ω

ω
µ ω µ ω

= + +
+ +

       (1) 

on ω és la freqüència angular. El model d’esmorteïment estructural descriu G*(ω) com 

(9):  

( ) ( ) ( ) πω
η ωµ

−

= + Γ − − +
Φ

1
*

21 2 cos ( 1)
x

SGR o
o

G G i x x i     (2)  

on G0 i Φ0 són factors d’escala per la duresa i la fre qüència respectivament, 

tan(( 1) /2)xη π= −  és la histeresivitat o coeficient d’esmorteïment estructural, α = x-1 

és l’exponent de dependència potencial i iωµ is és un terme viscós newtonià addicional. 
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Resultats 

Els neutròfils tant passius com adherits segueixen un comportament de tipus 

esmorteïment estructural. 

La reologia de neutròfils tant passius (no adherits a cap substrat) com adherits (a un 

substrat de vidre) va mostrar un comportament sense escales de temps característiques 

Freqüència (Hz) Freqüència (Hz) Freqüència (Hz)
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Fig. 3 Dependència de G*(ω) en la freqüència i l’activació. (A-B) Mesures de G’ (symbols tancats) I 
G’’ (symbols oberts) per neutròfils no adherits. Les línies continues i discontinues representen 
respectivament el millor ajust per G’ i G’’ del model de Kelvin (A) i del model d’esmorteïment 
estructural (B). (C) Valors corresponents de η per les dades mesurades (símbols tancats), l’ajust del 
model de Kelvin (línia discontínua) i l’ajust del model d’esmorteïment estructural (línia continua). 
(D-F) Gràfics equivalents per neutròfils adherits. 

Taula 1 Comparació dels paràmetres ajustats del model d’esmorteïment estructural per les 
diferents condicions utilitzades (negreta). El text en cursiva mostra els intervals de confiança del 
95% per cada paràmetre. 

 

Tractament Adhesió G0 (Pa) x µ (Pa.s) r2 

No 11071 
7940 – 14203 

1.184 
1.167 – 1.201 

0.616 
0.461 – 0.771 

0.996 

Sense tractament 
Si 13596 

10389- 16802 
1.148 
1.134 – 1.163 

2.321 
1.951 – 2.690 

0.991 

No 2368 
1752 - 2985 

1.139 
1.123 – 1.155 

0.376 
0.301 – 0.451 

0.982 

Citocalasina D 
Si 2785 

1649 - 3921 

1.112 
1.092 – 1.143 

0.743 
0.515 – 0.971 

0.978 
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de G*(ω), que va augmentar amb la freqüència seguint un comportament potencial feble 

i va mostrar un acoblament entre els mòduls elàstic i viscós (Fig. 3). El mòdul elàstic 

dels neutròfils passius a baixes freqüències va ser de ~350 Pa, amb un mòdul viscós 

aproximadament 4 vegades més petit i un exponent de la llei potencial de ~0.2. Els 

neutròfils adherits van ser 2 vegades més durs, amb un exponent de la llei potencial més 

petit (indicatiu d’un comportament més semblat al d’un sòlid). El trencament del 

citoesquelet d’actina amb citocalasina D va fer a les cèl·lules més toves, però amb un 

exponent més petit (Taula 1). El model de Kelvin no va poder explicar el comportament 

sense escales de temps observat. En contrast, el model d’esmorteïment estructural va 

reproduir les característiques més importants de la reologia dels neutròfils. 

La duresa i la proliferació augmenten amb l’adhesió cel·lular en cèl·lules 

endotelials isotròpiques. 

Les cèl·lules isotròpiques (amb formes rodones o quadrades) amb 2500 µm2 d’extensió 

Fig. 4 Tots els paràmetres mesurats augmenten amb l’extensió cel·lular en cèl·lules 
isotròpiques. (A) Imatges d’immunofluorescència i (B) imatges d’AFM en mode d’error de 
cèl·lules isotròpiques amb diferents extensions. Els microfilaments d’actina estan absents en 
les cèl·lules menys esteses, i clarament presents i distribuits al voltant de la regió nuclear en 
les cèl·lules més esteses. Degut a l’efecte de convolució de punta observat en les cèl·lules 
més petites, la imatge de la cèl·lula petita a B és una reconstrucció obtinguda a partir de 
mostrar només la part superior de la imatge i la seva reflexió especular. (C-F) Efecte de 
l’extensió cel·lular en el contingut de F-actina, G’, η, volum nuclear i cel·lular, i síntesi de 
DNA per cèl·lules circulars (símbols rodons) o quadrades (símbols quadrats). L’efecte de 
l’extensió cel·lular en tots els paràmetres va ser significatiu. La barra d’escala indica 10 µm. 
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van ser més de 50 vegades més dures (G’~9000 Pa) que les cèl·lules amb 300 µm2 

d’extensió (Fig. 4). L’increment d’extensió de 300 a 2500 µm2 també va anar associat 

amb un increment en ordre estructural (disminució de η), un increment en el volum dels 

nuclis (36%) i de les cèl·lules (130%), un increment de ~2 vegades en el contingut de F-

actina, i l’aparició de fibres d’estrès. Les cèl·lules amb 2500 µm2 d’extensió també van 

proliferar més (18%, mesurant per incorporació de BrdU) que aquelles amb només 300 

µm2 d’extensió (2%) 

L’anisotropia de les cèl·lules endotelials indueix un estovament cel·lular i un 

increment de volum cel·lular però no afecta el volum nuclear o la síntesi de DNA. 

La duresa de les cèl·lules amb anisotropia (relació entre llargada i amplada) de 6 va ser 

marcadament més baixa que la de cèl·lules isotròpiques amb la mateixa extensió (9 i 3 

vegades més baixa en cèl·lules amb 2500 i 900 µm2 d’extensió, respectivament, Fig. 5). 

En canvi, el contingut d’actina de les cèl·lules anisotròpiques va ser més alt (20% i 80% 
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Fig. 5 L’anisotropia cel·lular indueix un estovament de la cèl·lula i un increment de volum 
però no afecta al volum nuclear o a la síntesi de DNA. (A) Imatge de 
immunofluorescència d’actina i (B) imatge en mode error d’AFM de cèl·lules 
anisotròpiques el·líptiques de 2500 µm2 d’extensió. Els microfilaments d’actina estan 
clarament alineats seguint l’eix llarg de les cèl·lules. (C-H) Comparació de paràmetres 
mesurats per cèl·lules isotròpiques (barres tancades) i cèl·lules anisotròpiques (barres 
obertes) per cèl·lules amb extensions de 900 i 2500 µm2.La barra d’escala indica 10 µm. *, 
p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001. 
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més alt en cèl·lules amb 2500 i 900 µm2 d’extensió). El volum cel·lular va ser ~2 

vegades més gran en cèl·lules anisotròpiques que en cèl·lules isotròpiques. Tanmateix, 

no es va detectar cap efecte significatiu en volum nuclear o en síntesi de DNA. 

Discussió 

L’adhesió al substrat pot ser modelitzada com a una disminució de la 

temperatura efectiva en neutròfils. 

La reologia de neutròfils va mostrar un comportament caracteritzat per l’absència 

d’escales de temps. Aquest comportament es va poder descriure correctament amb un 

model d’esmorteïment estructural, però no amb els models de gota líquida o de Kelvin. 

Addicionalment, els canvis mecànics causats per l’activació induïda per adhesió van 

poder ser interpretats com una disminució de la temperatura efectiva x, indicativa de la 

pendent de la llei potencial. Aquesta troballa està d’acord amb la predicció feta per la 

teoria de la reologia de materials vitris tous (25), la qual interpreta el comportament 

d’esmorteïment estructural com a una relaxació complexa dels elements estructurals de 

la cèl·lula. Aquestes dades suggereixen que la reologia de neutròfils i de cèl·lules 

adherents (les quals també mostren un comportament del tipus esmorteïment estructural 

(1; 9; 30)), podria ser més semblant del que es creia prèviament, tot i que l’efecte de la 

citocalasina D en x sembla ser diferent en neutròfils i cèl·lules adherents (9). El 

coneixement de l’increment observat de  G*(ω) en funció de la freqüència 

(corresponent a un enduriment d’aproximadament quatre vegades en el rang de tres 

dècades mesurat) podria ajudar a comprendre com els neutròfils es deformen en el 

moment d’entrar en els microcapil·lars. Aquest procés es du a terme en una escala de 

temps que pot ser tant curta com uns pocs milisegons o tant llarga com uns pocs minuts, 

i és crucial per l’adhesió de neutròfils a l’endoteli i la seva extravasació subseqüent.  

Les diferents formes de cèl·lules endotelials donades per la seva adhesió al 

substrat tenen un important efecte en la duresa cel·lular 

La duresa cel·lular va mostrar una associació positiva amb l’extensió cel·lular i una 

associació negativa amb l’anisotropia cel·lular. D’una banda, l’increment de duresa 

observat a mesura que s’augmentava l’extensió és consistent amb la formació de fibres 

d’estrès i l’increment del contingut de F-actina cel·lular, mostrant la importància de les 
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fibres d’estrès i de la presència d’un citoesquelet organitzat en la determinació de la 

duresa cel·lular. D’altra banda, la reducció de duresa mesurada en cèl·lules 

anisotròpiques suggereix que, una vegada format el citoesquelet, és la organització del 

mateix i no el contingut de F-actina el que determina les propietats mecàniques. 

Certament, les cèl·lules anisotròpiques van ser marcadament més toves que les 

isotròpiques, tot i que el seu contingut de F-actina va ser més alt. En conjunt, les 

importants diferències mecàniques observades en funció tant d’extensió cel·lular com 

d’anisotropia suggereixen que la tensió mecànica augmenta amb l’extensió, però 

disminueixen amb l’anisotropia. D’acord amb aquests resultats, s’ha mostrat que la 

contractilitat de diferents tipus cel·lulars s’incrementa amb l’extensió cel·lular (29; 32) 
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Fig. 6 El volum nuclear i la condensació del DNA de cèl·lules en fase G1 
correlacionen fortament amb la proliferació cel·lular. Gràfiques mostrant la 
proliferació cel·lular en funció del volum nuclear (A) o de la condensació del DNA 
(B) de cèl·lules en G1 per cada forma. Les correlacions mostrades a cada gràfic van 
ser significatives (p<0.05). Els símbols tancats i oberts representen cèl·lules 
isotròpiques i anisotròpiques, respectivament. Els triangles cap amunt, triangles cap 
avall, i els rombes representen cèl·lules amb 300, 900, i 2500 µm2 d’extensió, 
respectivament. (C) Model de treball de la regulació de la proliferació per la forma i 
adhesió cel·lular (veure text). Les fletxes grises mirant cap a dalt o cap a baix 
indiquen augment o disminució de les magnituds corresponents. 
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(27) i disminueix quan l’anisotropia cel·lular augmenta (29). 

La proliferació en cèl·lules endotelials està associada amb el volum nuclear però 

no amb la mecànica 

Els resultats d’aquest treball no van mostrar cap relació directa entre mecànica i 

proliferació en cèl·lules endotelials individuals. Certament, tot i que les cèl·lules 

el·líptiques i circulars amb la mateixa extensió van mostrar organitzacions del 

citoesquelet i propietats mecàniques molt diferents, no es van detectar diferències 

significatives de proliferació entre elles. Aquest resultat podria semblar sorprenent a 

primera vista considerant la quantitat de treballs que han relacionat mecànica i 

proliferació (2; 3; 15; 20). Tanmateix, tot i que sembla clar que les propietats 

mecàniques de les cèl·lules tenen un impacte en el cicle cel·lular, el mecanisme pel qual 

la tensió mecànica d’una cèl·lula podria enviar senyals a la maquinària de replicació de 

les cèl·lules podria funcionar de forma indirecta a través de la modificació de la forma 

nuclear. Certament, mesures experimentals han mostrat una connexió mecànica entre el 

citoesquelet cel·lular i el nucli (17; 19), pel qual canvis en l’organització del 

citoesquelet donats per la forma cel·lular podrien traduir-se en canvis en la forma 

nuclear. La forma nuclear (i específicament el volum del nucli) podria regular la 

proliferació, i en general la funció cel·lular, a través de la modificació del grau de 

condensació del DNA i l’exposició de gens promotors específics (28), o a través de la 

regulació de l’àrea de contacte entre la cromatina i la làmina nuclear (la qual es creu que 

té un paper en la síntesi del DNA (13)). De forma consistent amb aquesta hipòtesi, els 

resultats d’aquest treball van mostrar una forta i significativa associació entre 

proliferació, volum nuclear, i condensació de la cromatina (Fig. 6). 

 

En conclusió, es va observar que l’adhesió al substrat va determinar en gran mesura les 

propietats mecàniques tant de cèl·lules generalment no adherents com els neutròfils com 

de cèl·lules adhesives endotelials. L’increment de duresa mediat per l’adhesió podria ser 

determinant en la resposta de neutròfils a estímuls inflamatoris, però podria afectar la 

proliferació de cèl·lules endotelials només de forma indirecta, a través d’un increment 

del volum nuclear. 
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