UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS Y TECNOLOGICAS

IMPLEMENTACION DE LA TECNICA DE ASPIRACION POR MICROPIPETAS
PARA LA MEDICION DE PROPIEDADES MECANICAS EN CELULAS VIVAS

TESIS PROFESIONAL

PARA OBTENER EL GRADO DE
LICENCIADO EN BIOLOGIA
CON OPCION EN: BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:

LIBIA DARANA GUTIERREZ CHAIRES

Hermosillo, Sonora. Julio de 2014.



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

“TODO - LO - ILUMINAN

O

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

[@0lSIe)

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



FORMATO DE APROBACION

Los miembros del Comité de Tesis designado para revisar la Tesis de Libia Darana Gutiérrez
Chaires la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito para

obtener el Titulo de Licenciada en Biologia con Opcion en Biotecnologia.

Dr. Amir Dario Maldonado Arce

Director de Tesis

M.C. Gerardina Nubes Ortiz

Sinodal Secretario

Dr. Gerardo Paredes Quijada
Sinodal

Dr. Marco Antonio Lépez Torres

Suplente



DEDICATORIA

A mi familia, a mi madre Griselda Chaires por haberme inculcado el gusto por aprender, el

apoyo que me brind6 en cada muestreo y cada migrafia subsecuente.

A mi padre, Francisco Gutiérrez por su apoyo, consejos y el interés que siempre mostrd

por todo lo referente a mi carrera.

A mis hermanas, Akari y Paola, por las vueltas infinitas a revisar los erizos, por su
compaiiia y todas las veces que me dejaron explicarles el proyecto como si fuera la primera

VEZ.

A mis tias y tios, y mis abuelos; que siempre han estado al pendiente de mis avances en la

universidad, apoyandome y siempre orgullosos de todos mis progresos.

A Cynthia Pizarro, mi mejor amiga, por los ensayos de exposicion, y la calma en mis

momentos de frustracion, gracias.

A Haydeé Rivera, mi compaiiera, asistente, copiloto, fotografa, enfermera y guia. Por estar
conmigo en cada paso y todas las etapas, por ser el apoyo, la fuerza en todos los desvelos

y madrugadas. Muchas gracias.



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a la Universidad de Sonora, por todos los afios de conocimiento que
brind6 al abrirme sus puertas a la formacion humana y académica que sin duda me han

hecho mejor persona.

Al Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas, por haberme recibido en

su carrera y conocer tantisimas personalidades.

Al Dr. Amir Maldonado, por su gran apoyo todo este tiempo, los consejos y la grata
experiencia ser su tesista. Por siempre motivarme a ir un poco mas alla y todas las

oportunidades que se me dieron por ser su estudiante.

Al comité de tesis, Dr. Gerardo Paredes, M. C. Gerardina Nubes y al Dr. Marco Antonio

Lopez Torres por su apoyo en la formacion de este trabajo de investigacion.

A CONACYT por el apoyo del proyecto “Difusion en membranas fluidas heterogéneas”
(128192).

Al departamento de Fisica por abrirme sus puertas y darme la oportunidad de trabajar en el
laboratorio de biofisica. Y gracias muy especialmente a Dr. Heriberto Acuia y al Dr.
Ramén filiguez por siempre estar pendientes de cada paso y tropiezo, agradezco

infinitamente su apoyo para la realizacion de este proyecto. Muchas gracias.



IL

I1I.
IV.

VI

IL1.

IL1.1.
IL.1.2.
II.1.3.
I1.1.4.
IL.1.5.
IL.2.

I1.3.

IL.3.1.
I1.3.2.

VLI.
VI.2.

VL3.
VI.3.1
VI.3.2

VI4.

CONTENIDO

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
LISTA DE TABLAS
LISTA DE FIGURAS
RESUMEN
INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Técnicas para medir propiedades mecanicas de células

Aspiracion por micropipetas
Composicion por substrato
Microscopio de fuerza atdmica
Pinzas oOpticas

Esferas magnéticas

Medicion de las Propiedades Elasticas
Generalidades del Erizo de Mar
Reproduccion

El Ovulo del Erizo de Mar
JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS
METODOLOGI{A

Fabricacion de Micropipeta

Disefio del experimento

Extraccion de gametos para su manipulacion con micropipetas

Recoleccion de especimenes
Obtencion de gametos

Medicion de las propiedades elasticas

ii
iii

v

NSRS ]

SN & »nm B~ W

13
14
15
16
17

18

18
19

21
21
22

23



VIL

VIIL

X1

XIL

VIL1.
VIL.2.
VIL3.
VIL3.1
VIL4.

VILS.

VIIL1.

VIIL2.

RESULTADOS

Fabricacion de micropipetas

Montaje de sistema de aspiracion por micropipetas

Obtencion de muestras

Obtencion de gametos

Medicion de las propiedades elasticas

Resultados de las mediciones

DISCUSIONES

Montaje del sistema de micropipetas para la medicion del modulo
elastico

El uso de 6vulos de erizo de mar para calculo de moédulo elastico
CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

LITERATURA CITADA

APENDICE 1. Registro de valores obtenidos para calcular el modulo

elastico (E) Datos Experimentales Completos.

24
24
25
31
31
32
33
42
42

43
46
47
48
50



LISTA DE TABLAS

Tabla I Los valores para el modulo de elastico en N/m* con su estimacion de error. 41

Tabla II Registro de valores obtenidos para calcular el modulo eléstico 50

(E). Datos Experimentales Completos.

1ii



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19

Figura 20

LISTA DE FIGURAS

Ejemplo de aspiracion con micropipetas de una célula aislada.

Ejemplo de la técnica para medir motilidad celular, composicion por
sustrato
Diagrama de la técnica microscopia de fuerza atomica

Sencilla ejemplificacion del método de pinzas Opticas
Ejemplificacion de la técnica de esferas magnéticas

La diferencia en altura Ah entre la micropipeta y el nivel del agua en el
recipiente, determinan la presion aplicada a la célula AP = pgAh.

Fotografia de un experimento de succion

Ovulo de erizo de mar succionado en una micropipeta, con los parametros
utilizados

Diferencia en el comportamiento mecéanico ante succion de una célula
“liquida” (neutroéfilo) y una “solida” (condrocito).

[lustracion de los resultados esperados en los experimentos de succion con
micropipetas.

Estirador PC-10 de Narishige.

Microforja MF-900.
Micropipeta tipica obtenida con el procedimiento descrito en el texto

Disefio del elastimetro celular. Figura tomada de Mitchinson y Swann,
1965.

El elastimetro celular atrapando un évulo de erizo de mar. Figura tomada de
Mitchison y Swann, 1965.

Primer disefio que incluia dos recipientes de agua, llave de paso, jeringa y
manguera plastica.

Localizacion de Bahia Estela, y el lugar de muestreo “Cerro Prieto”.

La inyeccion de KC1 0.5 M en la region oral del erizo de mar
Ovulo de erizo de mar succionado en una micropipeta, con los parametros
utilizados

El estirado PC-10 de Narishige, en el proceso de creacion de dos
micropipetas a partir de un capilar de borosilicato.

v

10

12

18

19

19

20

20

21

22

22

23

24



Figura 21
Figura 22
Figura 23
Figura 24
Figura 25
Figura 26
Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34
Figura 35
Figura 36
Figura 37
Figura 38
Figura 39
Figura 40
Figura 41
Figura 42

Figura 43

Micropipeta obtenida mediante el proceso descrito de estiramiento y
microforjado.

Primer disefio del montaje experimental ya montado con todos sus
componentes

Micromanipulador NMN-21 de Narishige

Segundo disefio experimental

Segundo disefio montado con todas las componentes ya mencionadas
Sistema de micropipetas montado en el microscopio

Hembras de E. vanbrunti después de la inyeccion de KCI 0.5 M.

Ovulos de erizo de mar almacenados

Una serie experimental. La figura muestra cuatro imagenes del mismo 6vulo
sometido a diferentes presiones de succion.

El desplazamiento del dispositivo, ayudado de la plataforma de elevacion
manual.

Grafica de la serie 2, con las 5 mediciones para el dvulo respectivo.

Grafica de la serie 4, con las 5 mediciones para otro 6vulo.

Grafica con datos de 5 series que fueron tomadas el primer dia después de
obtener los gametos.

Gréfica de la serie 12, la cual contiene los datos de 6 mediciones hechas a

un o6vulo el segundo dia después de la obtencion de los gametos.

Grafica con 7 datos de la serie 14 tomados en el dia dos después de la
obtencion de los gametos.

Grafica que contiene todos los datos de siete series (siete 6vulos distintos),
tomadas al segundo dia.

Gréfica de la serie 16, correspondiente al dia 30 con sus siete mediciones.
Grafica de la serie 17 con sus 7 mediciones, correspondientes al dia 30.
Grafica con todos los datos obtenidos el dia 30.

Gréfica con los datos obtenidos para todos los 6vulos estudiados.

Grafica con ajustes lineales a los tres grupos de datos experimentales.

Representacion de las estructuras internas del ovulo.

La fotografia de un ovulo después de tomar las medidas, se puede apreciar
la protuberancia que indica una deformacioén permanente en la membrana.

26

27

28

29

30

31

31

32

33

34

34

35

36

36

37

38

38

39

40

40

44

45



RESUMEN

En este estudio se mont6 un sistema experimental de aspiracion con micropipetas con el
propésito de medir el modulo elastico de dvulos de erizo de mar sin fecundar. Las
micropipetas se fabricaron de capilares de vidrio en un estirador de alta temperatura; la
forma final fue obtenida en una microforja; las micropipetas fueron montadas en un
micromanipulador para ser observadas en un microscopio optico invertido. Para poner en
practica el instrumento disefiado y fabricado, se realizaron 17 mediciones con 6évulos de 6
erizos de mar. La aspiracion de los 6vulos se llevo a cabo aplicando una presion de succion
controlable mediante un mecanismo hidraulico (presion hidrostatica); la deformacion de
los 6vulos se determind midiendo directamente sobre las fotografias tomadas en el
microscopio. Este procedimiento nos permitié determinar el méodulo eléastico de los 6vulos
estudiados. Se encontrd que el modulo elastico (E) de las células aumenta en funcion del
tiempo transcurrido a partir del momento en que se obtienen los gametos, es decir, la célula
se hace mas rigida, lo cual puede comprometer procesos basicos para este tipo de célula
(fecundacion, mitosis). Con nuestro trabajo encontramos que el promedio de E para los
ovulos sin fertilizar de E. vanbrunti es de 338 + 224.91 N/m?, 663.5£399.97 N/m” y
2613.09+997.96 N/m?; estos valores corresponden a las tres fechas en que se hicieron los
estudios (dias 1, 2 y 30 después de la obtencion de los gametos) cercanos a los encontrados
en la literatura, E =1070 +174 N/m” (Mitchinson et al, 1954). El instrumento disefiado y
construido servird para posteriores investigaciones con células en el Laboratorio de

Biofisica de la Universidad de Sonora.



I. INTRODUCCION

El 6vulo del erizo de mar ha sido usado durante décadas en una gran variedad de
estudios que han contribuido a la comprension de los fundamentos celulares de la
fertilizacion y herencia (Ernst, S. 1997).

El extendido uso del 6vulo del erizo de mar como un modelo comparativo, es gracias a
que su fecundacion es externa, por lo que las condiciones ideales son mucho mas
sencillas de reproducir, que si se tratara de una modelo de fecundacion interna.

Una de las primeras investigaciones que relacionan al dvulo del erizo de mar con el
estudio de las propiedades mecanicas, data de 1954 donde fueron utilizados 6vulos de
erizo de mar de distintas especies y para poder medir tales propiedades se creo el
elastimetro celular, lo que hoy conocemos como técnica de aspiracién por micropipetas

(Mitchinson, et al 1954).

El estudio de las propiedades mecanicas en materiales bioldgicos se ha realizado
extensivamente y con ello han surgido varias técnicas que permiten medir de forma
cuantitativa y cualitativa propiedades tales como elasticidad, rigidez, traccion, en niveles
que van desde moleculares hasta tejido y/o sistema. Como resultado de estas técnicas se
han logrado establecer las relaciones entre la forma y la funcionalidad entre los
componentes de las células, ya que la flexibilidad celular va a variar dependiendo de la
funcion que tenga cada célula (Van Vliet, et al 2003).

Es importante conocer los valores de elasticidad de las células en condiciones
normales antes de emprender estudios donde se modifique su entorno, ya sea agregando
contaminantes, modificando sustratos o cualquier otra variable. La técnica de aspiracion
con micropipetas, es muy usada en los analisis de creacion de vesiculas con fosfolipidos,
ya que tienen que comprobar su capacidad de deformacion.

El objetivo del presente estudio, es implementar la técnica experimental de
aspiracion con micropipetas para determinar el modulo elastico de 6vulos de erizo de mar,
en el laboratorio de Biofisica de la Universidad de Sonora. Para ello, disehamos un
instrumento en base a material encontrado en la literatura, el cual probamos con 6évulos de
erizo de mar. Nuestro instrumento puede servir a nuevas investigaciones con 6vulos u otro

tipo de células.



II. ANTECEDENTES

I1.1. Técnicas para medir propiedades mecanicas de células
En la literatura se pueden encontrar reportes de diversas técnicas experimentales disefiadas
para medir las propiedades mecanicas de células. En esta seccion describiremos las
técnicas que sirven para medir dichas propiedades en células aisladas. Existen también
técnicas que permiten medir las propiedades mecanicas en grupos de células. Sin embargo,
no los abordaremos porque la heterogeneidad de la respuesta no permite llegar a resultados
concluyentes. Ademas, los estudios con células aisladas son interesantes porque pueden

esclarecer como la célula reacciona a procesos mecanicos extracelulares.

Considerando que las propiedades mecanicas estan relacionadas con la forma en la que la
célula responde a una fuerza, la respuesta de una célula a una presion da lugar a la
siguiente clasificacion: elasticidad, plasticidad, fragilidad y dureza. La elasticidad es el tipo
de respuesta a una fuerza que permite al material volver a su estado original, una vez
retirada la fuerza que lo deformaba, mientras que la plasticidad es la propiedad que hace
que la materia conserve dicha deformacion, aun después de que la fuerza aplicada se haya
retirado. La fragilidad esta relacionada con la resistencia interna que no permite que se
experimente cambio de ningln tipo, y por ultimo la dureza es la respuesta del material que
impide ser rayado o atravesado por otro material.

Existe una gran cantidad de técnicas usadas en el estudio de propiedades mecanicas
de células aisladas, pero se hablara de las que exploran las propiedades mecanicas que mas
nos interesan (flexibilidad y modulos elasticos): aspiracion por micropipetas, composicion
de substrato, seguimiento con particulas, microscopio de fuerza atdmica, espectroscopia de

alta resolucion, pinzas Opticas y pinzas magnéticas.

I1.1.1. Aspiracion por micropipetas: La técnica de aspiracion por micropipetas ha sido
muy utilizada para estudiar la deformacion dependiente del tiempo en células individuales
sujetas a presion extracelular; se han realizado estudios en células blandas como
neutrofilos y globulos rojos y otras mas rigidas como condrocitos y células endoteliales,

donde se encontré que los primeros tenian un comportamiento parecido al de una gota

2



liquida con una tension superficial de 30 pN/pum y una viscosidad del orden de 100 Pa s,
mientras que los condrocitos y la células endoteliales se comportaban como so6lidos con
modulos elasticos de 500 pN/um2 (0.5kPa) (Hochmuth, 2000). Se puede succionar total o
parcialmente la célula dentro de un capilar de vidrio y se aplican presiones del rango de
0.1-1000 Pa con una resolucion de 0.1 Pa. La presion se mantiene durante cierto tiempo,
mientras la deformacién dentro del capilar es vigilada via microscopio Optico con una
resolucion de + 23 nm. Por lo que la aspiracion por micropipetas permite correlacionar la
presion y la deformacion celular. Las micropipetas y las paredes de cristal deben estar
cubiertas 1% de agar para evitar la adhesion celular. Esta técnica es usada para calcular el
moédulo elastico, la viscosidad aparente de la membrana celular y las constantes de en
tiempo de la deformacion y/o relajacion como se aprecia en la figura 1. (Van Vliet, et al

2003).

Figura 1. Ejemplo de aspiracion con micropipetas de una célula aislada.

I1.1.2. Composicion de substrato: se usa para medir los efectos de la rigidez del substrato
en la motilidad celular. Es una alternativa que manipula la composicion de los quimicos
del sustrato y por lo tanto afecta sus propiedades. Esto se puede hacer cambiando la
concentracion de uno de los componentes en un gel polimérico. Es importante mantener el
mismo ambiente quimico de la poblacion celular, incluyendo la concentracion y actividad
de las moléculas activas en el sustrato que interactuaran con las células (Van Vliet, et al
2003). Es aplicada basicamente para estudiar la motilidad celular (figura 2), pero la fuerza
y deflexion impuesta por la célula no son cuantificadas, por lo que no es el mejor método
para analizar las propiedades mecanicas de una célula en la que no es necesario cuantificar

la motilidad, como es el caso del 6vulo del erizo de mar.
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Figura 2. Se aprecia la migracion de las células al pasar de un sustrato con distinta
composicion, imagen tomada de (Van Vliet et al 2003). La linea punteada es el limite
entre la composicion blanda y rigida del sustrato.

I1.1.3. Microscopio de fuerza atémica (MFA): El mecanismo basico reside en una punta
que va moviéndose a una velocidad constante, el movimiento de esta punta es rastreado
por un laser que refleja la parte posterior de la micropalanca a un sensible fotodiodo como
se ejemplifica en la figura 3. Este aparato convierte la luz laser en voltaje y este a su vez es
convertido en desplazamiento determinando V(x) experimentalmente. En desventaja, las
fuerzas que se manejan son muy pequefias (10-15 pN) y pueden ser enmascaradas por
fluctuaciones térmicas, ademas del “efecto de fondo™, debido a la rigidez del substrato
donde se encuentran las células adheridas, estas pueden llegar a parecer mas rigidas de lo
que en verdad son (Gavara, y Chadwick, 2012). En las imagenes generadas por MFA no
son por el reflexion o transmision de fotones o electrones, sino por la aplicacion de una
fuerza mecanica local en la superficie de la muestra en una o mas direcciones espaciales, lo
que puede provocar errores en la topografia de la imagen, pero al mismo tiempo que da
resultados de la superficie celular, también da datos de rigidez en la zona estudiada

(Hochmuth, 2000).
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Figura 3. Ejemplificacion de la técnica de microscopia de fuerza atomica, con todas sus
partes.

I1.1.4. Pinzas opticas: Como la mayoria de métodos Opticos esta basado en el control del
desplazamiento de objetos dieléctricos que estan pegados a una membrana celular o bien
dentro de ella. Asi mismo, este tipo de técnicas Opticas, se basan en la conservacion del
momento del foton. Y esto es cuando el haz de luz es transmitido a través de un objeto
dieléctrico de un alto indice de refraccion, los fotones de un haz laser enfocado son sujetos
a cambios del momento como consecuencia de la refraccion cuando el haz entra y sale del
objeto. En este cambio de momento, una fuerza de restauracion es ejercida en el objeto,
observada como un retroceso, en la direccion de mayor flujo de fotones (es decir, hacia el
centro del gradiente de intensidad de fotones que es, de hecho, el punto focal del haz de
laser) (figura 4). Esta trampa Optica se estabiliza con las fuerzas de repulsion cuando el
gradiente alrededor del eje del laser domina sobre el resto de los gradientes, por lo que son
necesarias lentes de gran apertura numérica (Van Vliet, et al 2003).

Pinzas opticas

Esfera de
silicona

Figura 4. Sencillo ejemplo del método de pinzas dpticas.



I1.1.5. Esferas magnéticas: Aqui las esferas actian como un “agarre” en los gradientes
del campo electromagnético (figura 5), y esta fuerza magnética local impone
desplazamientos. Las esferas, cuyos tamafios estan en intervalos de 250 nm a 5 micras de
diametro, se pueden unir por uniones ligando-especificas o no especificas, a la superficie
de la célula. La magnitud de la fuerza es controlada y calibrada directamente por la
intensidad del campo, y la posicion de las esferas se mantiene por un circuito de
retroalimentacion con analisis de imagenes en tiempo real, atrapando a la esfera en un pozo
potencial. Se pueden observar las deformaciones viscoelasticas de células y membrana,

pero las fuerzas utilizadas suelen ser muy pequefias (Van Vliet, et al 2003).

(a) Magnetémetro

Esferas magnéticas alineadas

(b) | Magnetémetro I
* Y

1
oo

Figura. 5. Ejemplificacion sencilla del método de las esferas magnéticas, figura tomada de
(Van Vliet, et al 2003).

IL.2. Medicion de las propiedades elasticas

Dado que en este trabajo estudiaremos las propiedades mecanicas del évulo del erizo de
mar, es necesario tener un mecanismo experimental para aplicar presiones controlables de
valor conocido. En nuestro caso este mecanismo utiliza la presion hidrostatica generada
por la diferencia en altura, Ah, entre la superficie del agua contenida en el recipiente de

nuestro montaje y la micropipeta con el 6vulo a aspirar (figura 6). Dado que la micropipeta



esta conectada al recipiente, cuando el nivel de agua en este ultimo es mas bajo que la
altura de la micropipeta, existe una presion hidrostatica de succion en ella. Esta presion de
succion (dirigida hacia el recipiente) ocasionara que el 6vulo tienda a introducirse en la
pipeta, segin su elasticidad o rigidez. Es posible determinar el valor de la presion de
succion a partir de la ecuacion para la presion hidrostatica de la mecanica de fluidos:

AP = pgAh (D

En esta formula, AP es la presion de succion, p es la densidad del agua utilizada, g es la
aceleracion debida a la gravedad y Ah es la diferencia de nivel entre el agua en el
recipiente y la micropipeta (figura 6). De esta manera, variando la diferencia de alturas Ah,
al succionar agua con la jeringa o al hacer descender el recipiente con agua, se puede variar

la presion de succion aplicada AP.

Figura 6. La diferencia en altura Ah entre la micropipeta y el nivel del agua en el
recipiente, determinan la presion aplicada a la célula AP = pgAh. En el caso
esquematizado, la presion es de succion pues el nivel del agua es mas bajo en el recipiente.

Con el montaje anteriormente descrito se pueden aplicar presiones de succion y por lo tanto
atrapar y deformar células, tal como se muestra en la figura 7. Esto es debido a que la presion
interna de la pipeta es menor que la presion en el exterior (presion atmosférica). Como
resultado, hay un desbalance de presiones que empuja a la célula hacia el interior de la

micropipeta.



Figura 7. Fotografia de un experimento de succion. En el interior de la micropipeta, la
presion (Pint) es menor que la presion externa (PO) debido a la diferencia en presion
hidrostatica del sistema (ecuacion 1). El resultado es que el 6vulo es empujado hacia el
interior de la micropipeta.

Como veremos posteriormente en la teoria, las dimensiones que son necesarias de medir
son el radio de la micropipeta Rp y la distancia de penetracion en la micropipeta del 6vulo

succionado Lp. Estas dimensiones se muestran en la figura 8.



Figura 8. Ovulo de erizo de mar succionado en una micropipeta. Se sefialan los parametros
geométricos que se miden para determinar la deformacion de la célula. R;, es el radio de la
pipeta, L, es la longitud de la parte del 6vulo dentro de la micropipeta y R, es el radio del
ovulo.

Cuando se succionan células biologicas, estas se deforman respondiendo a la presion de
succion externa, como se muestra en la figura 8. Se ha encontrado que existen dos tipos
posibles de comportamiento elastico: células que tienen un comportamiento tipo “liquido”
o células que tienen un comportamiento de tipo “solido elastico” (Hochmuth, 2000). En la
figura 9 se ilustran ambos comportamientos; la célula del tipo “liquida” es un neutréfilo,
mientras que la “so6lida” es un condrocito. En el caso “liquido”, la célula tiene una
tendencia a fluir y penetra con relativa facilidad en la pipeta, llegando a tener distancias de
penetracion L, mayores que el radio mismo de la micropipeta R,. En cambio, en el caso
solido, la célula presenta mayor oposicion a la deformacion y la distancia de penetracion
L, no llega a ser mucho mayor que el radio de la pipeta R,. Es importante determinar el
tipo de comportamiento, “liquido” o “s6lido” de la célula bajo estudio, porque de esto

depende el tipo de teoria que se emplea para analizar los resultados.



Figura 9. Diferencia en el comportamiento mecanico ante succion de una célula “liquida”
(neutréfilo) y una “sélida” (condrocito). Figura tomada de [Hochmuth, 2000]. Notese la
diferencia en la penetracion de ambas células en la pipeta (fotografias superiores).

Para saber si una célula determinada se comporta de manera “liquida” o “solida” es
necesario hacer el experimento y visualizar su deformacion. Cémo mostraremos en la
seccion de resultados, el 6vulo del erizo de mar estudiado se comporta de manera “sélida”,
lo cual concuerda con los resultados de Mitchison y Swann (Mitchison, et al 1954). Por
esta razon, nuestro andlisis serd realizado en términos del comportamiento tipo so6lido
elastico.

En este caso, la distancia de penetracion de la célula en la pipeta L, es proporcional

a la presion de succion aplicada AP: L, ~ AP. La ecuacion completa es (Hochmuth, 2000):
2 gk
AP = S PE R 2)

Donde R, es el radio de la micropipeta y ¢ es un factor que depende de la geometria
(relacion entre el espesor del vidrio de la pipeta y el radio de la misma); este factor es del
orden de ¢ = 2.1, valor que nosotros consideraremos constante en nuestros calculos. El
coeficiente E es el modulo elastico de la célula.

Para entender el significado del mddulo elastico E, imaginemos que se succionan
células diferentes en pipetas del mismo radio R;,. Imaginemos también que succionamos de
tal forma que la deformacion L, de cada célula es igual. Vemos entonces de la ecuacion

anterior, que la presion de succion AP es proporcional al modulo elastico E (puesto que
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todos los demas valores son constantes e iguales para cada célula). Entonces, para
conseguir la misma deformacion,valores altos de E implican una presion AP alta(la célula
es “rigida”), mientras que para valores bajos de E se requieren una presion AP mas baja (la
célula es “flexible”). Esta es la razéon de denominar “moddulo elastico” a la variable E,
puesto que su valor determina el grado de rigidez o elasticidad de la célula.

En la literatura se han reportado valores del modulo eléstico para diferentes células.
Por ejemplo, para condrocitos se ha determinado E = 103 pN/um?* (Hochmuth, 2000).

La ecuacion 2 sugiere un procedimiento experimental para determinar el modulo
elastico E. Si recordamos que las variables que se miden en nuestro experimento son la
presion de succion AP, asi como la distancia de penetracion L, y el radio de la micropipeta
R,, vemos que hay una relacion de proporcionalidad entre AP y el cocienteL,/R,. Esto es,
si en un plano x-y se grafica L,/R,, en el eje del abscisas y AP en el eje de las ordenadas, la

ecuacion predice que los puntos se deben acomodar a lo largo de una recta de pendiente
2{(pE . Recordemos que la ecuacion de una recta que pasa por el origen es y = mx, donde
m es la pendiente. Entonces, para determinar E, es necesario trazar una grafica AP vs
L,/R;, ajustar los datos a una recta para obtener la pendiente m; dado que m = 2?7T<pE , de

aqui se puede despejar y calcular el valor de E.

En la figura 10 ilustramos este procedimiento con puntos ficticios. En dicha figura,
los cuatro puntos representan una seric de medidas para un 6vulo; cada punto tiene la
informacion de una presion de succion AP y de una deformacion Lp. En la figura se ha
trazado AP vs L,/R;. Los puntos se acomodan mas o menos a lo largo de una recta. Con un
programa de ajuste, se encuentra la recta que mejor describe a los puntos (trazada en la
figura 10). De la pendiente de dicha recta se encuentra el mddulo elastico, como se ha

descrito en el parrafo anterior.
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AP

Lp/Rp

Figura 10. Ilustracion de los resultados esperados en los experimentos de succion con
micropipetas. Los puntos representan puntos experimentales ficticios (se ha graficado la
presion de succion AP en funcion del cociente L,/R;). La recta es un ajuste a los datos; de
la pendiente de esta recta se obtiene el modulo eléstico de la célula, con el procedimiento
descrito en el texto.

En nuestros experimentos, determinamos E de esta forma, graficando la presion AP
aplicada en funcién del cociente entre la deformacion conseguida y el radio de la
micropipeta L,/R,. De la grafica experimental se obtiene la pendiente, de la cual se obtiene
el valor del modulo elastico dividiendo por los factores necesarios. Cabe hacer notar que,
dado que en la ecuacion que define al modulo elastico E, este parametro aparece en la
pendiente de la graficaAP vs L,/R, no es necesario tener los valores absolutos de AP, sino
solamente variaciones de un punto a otro, pues con estas se puede calcular la pendiente.
Esta ha sido la aproximacioén que hemos seguido, para evitar buscar el cero de presion AP

=0.
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I1.3 Generalidades del Erizo de Mar

Los erizos de mar son invertebrados exclusivamente marinos, pertenecientes a la clase
Echinoidea, del phylum de los equinodermos. Este phylum tiene como caracteristica una
simetria pentarradial y se caracterizan por tener un exoesqueleto formado por placas
calcareas, forma pseudoesférica y espinas moviles punzantes, relativamente largas, y les
sirven para desplazarse.

Los erizos de mar son regularmente pequefios, su tamafio va de 6 a 12 centimetros
de diametro, aunque algunas especies pueden llegar a medir 36 cm. Su rango de colores es
muy variado; va desde negro, algunos verdes, café, morado y rojo. Generalmente las
puasson cilindricas y se van haciendo delgadas, conforme llegan a las puntas, la forma mas
comun es la aguja, como muchos especimenes del género Diadema, que logran moverlas
rapidamente cuando detectan la sefial de un depredador por medio de su sombra (Barnes,
1977).

Se alimentan de algas, por lo que son llamados animales bentonicos, esto debido a
que su region oral se encuentra siempre en contacto con el sustrato del que raspan las algas
que consumen.

Tienen una gran importancia trofica, debido a todos los nichos que ocupan. Hay que
sefalar que no estan distribuidos al azar por el bentos, ellos tienen asociaciones definidas,
claro caracterizadas por alimento o bien competitividad de especies dominantes. (James,
2000; Toro-Farmer et al., 2004) Aunque también son considerados como agentes
perturbadores en determinados sistemas costeros, ya que pueden a llegar a tener
florecimientos poblaciones lo que causa un desequilibrio, debido a su voracidad, (Dean et
al., 1984; Dayton et al., 1992; Benedetti-Cecchi y Cinelli, 1995) afectando la estructura del
habitat y modificando los recursos para moluscos, peces y mamiferos (Duggins, 1989;

Andrew y Constable, 1999).

I1.3.1. Reproduccion. Los erizos de mar se caracterizan por tener un ciclo de vida con
reproduccion sexual externa, son organismos dioicos pero no presentan dimorfismo sexual,
aunque existen métodos para averiguar el sexo del animal, que consisten en la observacion
de muestras de gonadas bajo el microscopio. Poseen cinco gonadas suspendidas a lo largo
de la cara interna de cada zona ambulacral del caparazon. Desde cada gonada sale un

pequefio gonoducto hasta los gonoporos, por donde salen los gametos al exterior.
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La mayoria de las larvas prefiere asentarse cerca de los adultos, se piensa que bajo
la proteccion de las espinas calcareas. Es bien sabido que los erizos pueden vivir mucho
tiempo.

El mecanismo que utilizan para su reproduccion, bien puede ser estimulado de
varias maneras, desde aplicacion de electricidad con electrodos hasta inyecciones de
cloruro de potasio, que desencadenan la deposicion de gametos en ambos sexos, debido a
que provocan una contraccion de los nervios alrededor de las gonadas y esto hace que se

expulsen los gametos por los gonoporos (Cameron et. al, 1989).

I1.3.2. El Ovulo del Erizo de Mar. El 6vulo del erizo de mar es del tipo oligolecito,
pequefio con poco vitelo nutritivo; si se compara con otros tipos de 6vulos como aquellos
en aves que deben tener una cantidad mucho mayor de vitelo ya que con esos nutrientes se
suplird durante todo el periodo de incubacion largo (21 dias) contrastando con el corto
tiempo de incubacion que requiere un cigoto de erizo de mar (53 horas). Mide
aproximadamente 90 um pero depende de la especie, ya que hay algunas que llegan a
medir hasta 111 pm (Vacquier, 2011) ademas de ser relativamente transparente, haciendo
muy sencilla la observacion de la fecundacion y el desarrollo (Ernst, 1994). El 6vulo del
erizo de mar esta rodeado de una gruesa y fibrosa matriz extracelular, conocida como capa
vitelina y se encuentra conectada a la membrana plasmatica y sobre esa esta una capa
gelatinosa que puede llegar a medir hasta 40 um de grosor (Kidd 1978; Chandler et al
1980,1981), dentro de las cuales el embrion se desarrolla hasta alcanzar el estadio de
blastula, eclosiona de la membrana y al pasar por la gastrulacion llega al estadio de larva
acuatica, donde llega a ser bilateralmente simétrica.

Justo debajo de la membrana plasmatica se encuentra una capa compactada de
granulos con cerca de un 1um de diametro, llamados: granulos corticales. (Wolpert, et al
2011).Todo 6vulo se encuentra en un estado de dormancia metabolica (ayudado por un
nivel de pH en 6.8) hasta la fusion con el espermatozoide, cuando la cascada de reacciones

comienza (Trimmer, et al 1986).
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IIL. JUSTIFICACION

El interés de implementar la técnica de aspiracion por micropipetas es para la subsecuente
investigacion en el laboratorio de Biofisica de la Universidad de Sonora.

Los estudios realizados con membranas excluyen caracteristicas importantes de las células
(citoesqueleto, presion hidrostatica, entre otras) y aquellos que se han realizado en células
vivas muestran el comportamiento mecanico de una forma precisa, ya que se tienen en
cuenta las variables internas de la célula.

El 6vulo del erizo de mar es un modelo animal apropiado para estudiar las
propiedades mecanicas de las células. Por una parte, es una especie abundante en aguas
poco profundas. Por otra parte, la extraccion de los gametos es relativamente sencilla. El
ovulo del erizo es grande, su observacion y manipulacion es accesible, por lo cual permite

estudiar propiedades mecanicas con relativa comodidad.
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IV. HIPOTESIS

Bajo las condiciones experimentales propuestas de micromanipulacion y manejo de

gametos de erizo de mar es posible medir sus propiedades elasticas.
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V. OBJETIVOS

Establecer las condiciones experimentales de micromanipulacion con pipetas y de

utilizacion de células vivas.

V. 1. Objetivos Especificos

1. Fabricacion de micropipetas con dimensiones 6ptimas para la manipulacion de células

vivas.

2. Establecer el montaje de presurizacion hidraulica para la micromanipulacion con

pipetas.

3. Describir la extraccion de gametos para su manipulacion con micropipetas.
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VI. METODOLOGIA

VI.1. Fabricacion de Micropipeta

Las micropipetas fueron fabricadas a partir de capilares de borosilicato de 0.75mm de
diametro interno, de la compafiia Narishige. El primer paso en el procedimiento consistio
en calentar y estirar los capilares, mediante un estirador PC-10 de Narishige (Figura. 11).
El resultado son capilares de vidrio mas estrechos, tamafio ideal para la manipulacion de
los 6vulos, este tamafio es del orden de 70 micras, considerando que los 6vulos miden

aproximadamente 115 micras de diametro.

Figura 11. Estirador PC-10 de Narishige. Este aparato sirve para calentar y estirar los
capilares de borosilicato, con lo cual se forman las micropipetas.

Una vez que se obtuvieron las micropipetas con el didmetro adecuado, se pasaron a
la microforja MF-900 de Narishige (Figura 12) para conseguir que su punta fuera lo mas
regular posible y evitar maltratar o romper los 6vulos al manipularlos. Esta parte del
procedimiento es necesaria porque las micropipetas salidas del estirador estan cortadas de
manera irregular. En la figura 13 se muestra una de las pipetas obtenidas, en este caso de

diametro 63 micras.
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Figura 12. Microforja MF-900 de Narishige. Este instrumento sirve para hacer regulares
las puntas de las micropipetas.

Figura 13. Micropipeta tipica obtenida con el procedimiento descrito en el texto. El
diametro de esta pipeta es de 63 micras.

VI.2. Diseiio del Experimento

En nuestro trabajo se utilizO como referencia el elastimetro celular, construido por
Mitchinson y Swann en 1954. Ellos disefiaron un equipo que podia medir la elasticidad

celular (Figura 14), basado en la presion hidrostatica que se puede ejercer mediante un
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reservorio de agua salada conectado mediante una manguera de caucho a una micropipeta
de vidrio. Bajando el nivel del agua en el reservorio, respecto al nivel de la micropipeta,
este montaje puede ejercer una presion de succion, apropiada para manipular los évulos de

erizo de mar (Figura.15).

Objetivo del
microscopio
Micromanipulador Micropipeta de
. N cristal
Reservorio de agua salada Agua de mar
s
NS , |
A\
7 Y
Svulo Portaobjetos
Manguera plastica concavo
Tornillo
micrométrico
= _

Figura. 14. Disefio del elastimetro celular. Figura tomada de Mitchinson y Swann, 1965.
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Figura. 15. El elastimetro celular atrapando un 6vulo de erizo de mar. Figura tomada de
Mitchinson y Swann, 1965.

En el primer disefio que se realizd en este trabajo se contempld que hubiera dos
reservorios de agua (figura 16), de los cuales uno serviria como nivel para sefialar una
altura de referencia. Al inicio del experimento, los dos reservorios se conectarian a la
micropipeta y se buscaria que la posicion de esta ultima estuviera a la misma altura que el
nivel del agua en los reservorios (figura 16). Esto aseguraria que la presion de succion en
la micropipeta fuera nula, lo cual se sabria porque un 6vulo capturado no seria succionado

ni expulsado en esas condiciones. Una vez conseguida esta situacion de presion nula, uno
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de los reservorios se desconectaria del circuito mediante una llave de media vuelta, de tal
forma que el nivel del agua en este reservorio se mantuviera constante durante el resto del
experimento. Asi, al jalar agua mediante una jeringa (figura 8), se conseguiria una presion
de succion en la micropipeta, la cual se determinaria por el descenso en el nivel del agua

en el otro reservorio.

Reservorios de
< agua

Pinzas 3 dedos l ' I

AR

\ Platina

Manguera

Figura 16. Primer disefio que incluia dos recipientes de agua, llave de paso, jeringa y
manguera plastica. El reservorio de la izquierda serviria para marcar el nivel inicial del
agua (linea punteada), respecto al cual se mediria el nivel de agua en el otro reservorio,
para calcular la presion de succion.

VL.3. Extraccion de Gametos para su Manipulacion con Micropipetas.

VIL.3.1 Recoleccion de especimenes. Se extrajeron de Bahia Estela, Hermosillo, Sonora,
México con las coordenadas (28° 51' 58.74" N y 112° 2'1.77" O) (Figura.17) hembras de
Echinometra vanbrunti, que se encontraban en estadio reproductivo, durante el mes de

octubre del 2013.
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Figura 17. Locacion del lugar de muestreo encerrado en el circulo amarillo, en Cerro

Prieto, Sonora, México.

VI1.3.2. Obtencién de gametos. Pasado el tiempo de aclimatacion se les indujo el desove
de la siguiente manera: Se tomo el erizo y en la zona oral (Figura. 18) se inyectaron con
una jeringa 0.1 ml de KCI10.5 M por cada 10 mL de volumen, esto se calculd observando el
volumen de agua de mar desplazada por el erizo de mar en un contendor especial con agua
de mar. Se agit6 suavemente al erizo para distribuir de mejor manera el KCI. La funcion
del KCI es provocar una contraccion en los nervios que se encuentran alrededor de las

gonadas de los erizos, culminando en el desove.

ST
Figura. 18. La inyeccioén de KCI 0.5 M en la region oral del erizo de mar.
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Las hembras se colocaron en vasos de precipitado con los gonoporos hacia abajo,

para que los 6vulos cayeran en el agua de mar preparada

Para la manipulacion de los gametos se realizo un bafio previo con agua de mar acida
para retirar la gruesa capa hialina y fuera mas sencilla su manipulacion con las
micropipetas. El agua de mar acida consiste en 100 ml de agua de mar preparada y 3 ml de
HCI 10M, este tratamiento dur6é dos minutos, se agitdé suavemente y pasado el tiempo, con
una pipeta pasteur los 6vulos se cambiaron a agua de mar normal, se esperd un minuto
antes de pasar a la observacion en microscopio en portaobjetos concavos, y de las pruebas
de flexibilidad.

VI. 4. Medicién de las Propiedades Elasticas

En nuestro experimento se determind el modulo elastico de 6vulos de erizo de mar. Para
ello se realizaron 17 series de mediciones, cada una con un 6vulo diferente, tomados de 6
hembras distintas. Los 6vulos y las micropipetas se observaron en un microscopio 6ptico
invertido (Leica DMIL). Para cada presion de succion se tomoé una fotografia del ovulo
succionado (figura 19), a partir de la cual se midieron las dimensiones utilizando el

programa de analisis de imagen Imagel.

Figura 19. Realizaremos las mediciones de deformacion L, en funcion de la presion
de succion aplicada AP para un numero considerable de 6vulos (N =17).La idea es obtener
el valor promedio del modulo elastico con su respectiva desviacion estandar.
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VII. RESULTADOS

VII.1. Fabricacion de Micropipetas

Se utilizo el estirador PC-10 de Narishige (Figura. 20) para que las micropipetas tuvieran
el tamafio ideal para la manipulacion de los 6vulos; el diametro de las pipetas fue de 70
um. Las pipetas se obtuvieron con el procedimiento de dos pasos, con el primer cabezal en

70 y el segundo en 62, y dos pesas que en total sumaban 106 gramos.

Figura. 20. El estirado PC-10 de Narishige, en el proceso de creacion de dos micropipetas
a partir de un capilar de borosilicato.

Después se utilizd la microforja MF-900 de Narishige (figura 21) para su pulido y
el tamafio exacto, donde un filamento de platino se calienta para tener el acabado que

permite la manipulacion segura de los 6vulos.
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Figura. 21. Proceso de pulido en la microforja MF-900 de Narishige de una micropipeta.

VIL.2. Montaje de Sistema de Aspiracion por Micropipetas

Uno de los objetivos principales de este trabajo era construir un montaje
experimental que permita la micromanipulacion de dvulos de erizo de mar para estudiar
por succion sus propiedades elasticas. Dicho montaje se consiguié basandonos en un
primer tiempo en el instrumento de Mitchinson y Swann. Sin embargo, como veremos, fue

necesario modificar el montaje y adecuarlo a las condiciones del laboratorio.

Como hemos dicho, el primer disefio de nuestro instrumento contemplaba dos
reservorios de acrilico, que estaban sujetos por pinzas de tres dedos a un soporte universal.
Los reservorios estaban conectados a mangueras de plastico, uno conectado a una jeringa
de 5 ml y el otro al soporte de la micropipeta. El sistema estaba interconectado por una

llave de paso (figura 22).
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Figura 22. Primer disefio del montaje experimental ya montado con todos sus
componentes.

El sistema hidraulico se mont6 sobre un soporte universal con dos varillas, a cada
una de ellas estaba sujeto un reservorio con una pinza de tres dedos. Se utilizaron
mangueras de poliuretano para conectar todo el sistema. Sin embargo, cuando se realizaron
las primeras mediciones con este primer disefio ya montado, nos dimos cuenta de que era
muy inestable. Al intentar mover el reservorio para provocar una diferencia de presiones
todo el sistema se movia, provocando en ocasiones que la pipeta se saliera de su sujetador,
y se tenia que comenzar todo de nuevo. Debido a la altura en la que estaban puestos los
reservorios en el soporte universal, oscilaba con mucha facilidad al rosar la mesa donde se
encontraba. Por estas razones, se optd por retirar uno de los reservorios y colocar el
restante lo mas cerca posible a la base del soporte (figura 24). Aun asi, la altura de
referencia seguia siendo dificil de establecer al no disponer de un instrumento que la
midiera con precision.

Para solventar este problema, se modificé el montaje para incluir un micro-
manipulador modelo NMN-21 de Narishige (figura 23). Con este aditamento, pudimos

mover de manera controlada uno de los reservorios. Este micro-manipulador tiene dos
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perillas: una para movimiento grueso, donde cada rotacion sube o baja 4 mm el sistema; la
otra perilla controla el movimiento fino, pues sube o baja el sistema en 250 umpor vuelta.
En este nuevo disefio, se conservo la llave de paso para controlar el flujo y la jeringa para,

solo que ahora era utilizada para limpiar la pipeta por dentro cuando quedaban particulas

atrapadas (figura 25).

Figura 23. Micromanipulador NMN-21 de Narishige.
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Micromanipulador
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Micropipeta

Pinza de tres
dedos

Platina
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Manguera universal
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Figura 24. Segundo disefio experimental, el cual contempla un solo reservorio, un
micromanipulador, una llave de paso, una jeringa, y una manguera de plastico conectada la
jeringa.
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Figura 25. Segundo disefio montado con todas las componentes ya mencionadas.

Al tratar de realizar el experimento con este nuevo montaje, nos dimos cuenta que
las presiones ejercidas por la jeringa eran insuficientes para provocar una deformacién en
el 6vulo. Después de varias pruebas, se encontrd que las deformaciones se producian con
diferencias de altura de centimetros, no de micras como se pensaba. Por esta razon, se
coloco el dispositivo sobre una plataforma de elevacion manual, la cual permite un

desplazamiento de hasta 30 cm.

De esta forma, el sistema hidraulico qued6 colocado sobre la plataforma de
elevacion, y conectado por medio de las mangueras de poliuretano. El sujetador de la
micropipeta descansaba sobre el micro-manipulador 202-ND de Narishige, que permite los
movimientos finos para sujetar los 6vulos y manipular sus movimientos dentro de la

muestra.
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El micromanipulador 202-ND esta montado sobre un microscopio optico de campo
invertido Leica DMIL, para la observacion de los experimentos a 20X. Y toda la evidencia
es tomada por una camara Pulnix TM6740GE conectada via Ethernet a una computadora

de escritorio; las fotografias fueron capturadas con el programa Coyote launch (figura 26).

Camara pulnix

Sistema para
medir presion

Figura 26. Sistema de micropipetas montado en el microscopio.
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VII.3. Obtencion de Muestras

La muestra seleccionada fue Erizo de mar procedente de Bahia Estela, Sonora, se
recolectaron 26 erizos de mar; de las cuales 6 resultaron hembras (figura 27) cuando se les
aplico la inyeccion de la solucion de KCl1 de concentracion 0.5 M.

Los especimenes fueron transportados al Laboratorio de Biofisica de la unidad centro de la
Universidad de Sonora y se les dio un tiempo de aclimatacion de tres dias. Se les coloco en
dos tanques de 37 litros, cada uno con filtros de cascada HF-2001 con capacidad de 340

L/hora, con agua de mar preparada con sales TopFin ™y agua purificada.

Figura 27. Hembras de E. vanbrunti después de la inyeccion de KC1 0.5 M.

VIL3.1. Obtencién de gametos. De las 6 hembras de erizo de mar, se obtuvieron los
gametos al inyectarles la solucion de KCI 0.5M; estos se almacenaron en recipientes de

plastico para ser almacenados a 4°C para su posterior analisis (figura 28).

Figura 28. Ovulos de erizo de mar almacenados.

31



VII.4. Medicion de las propiedades elasticas

Se realizaron 17 series de mediciones. Cada serie consiste de fotos del mismo 6vulo
sometido a diferentes presiones de succion, tal como se muestra en la figura 29. En término

medio, cada serie experimental consto de 6 de fotos a presiones diferentes.

Figura 29. Una serie experimental. La figura muestra cuatro imagenes del mismo 6vulo
sometido a diferentes presiones de succion. Es evidente que mientras mayor es la presion
de succion, mayor es la distancia de penetracion del 6vulo en la pipeta (sehalada con la
linea).

A partir de las fotografias como las de la figura 29, se midieron los pardmetros L,
(longitud de succion en el interior de la micropipeta) y R, (diametro de la micropipeta). La
deformacion se determiné a partir de las imagenes proporcionadas por la camara Pulnix
(figura 28), utilizando el programa Image J, para tener los resultados en micras. Por otra
parte, la presion de succion se midiod a partir del desplazamiento vertical del dispositivo
(variacion en altura o Ah) sobre la plataforma de elevacion (figura 30); el desplazamiento

fue medido en centimetros, para calcular la presion con ayuda de la ecuacion 1.
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Figura 30. El desplazamiento del dispositivo, ayudado de la plataforma de elevacion
manual. Con la linea roja estd marcado el nivel de referencia que se mantenia con la pipeta
en el microscopio, mientras que la linea amarilla muestra el desplazamiento vertical.

VII.5. Resultados de las mediciones

En esta seccion presentamos los experimentos de succion de 6vulos de erizo de mar
con los cuales se determind su modulo elastico. En términos generales comprobamos que
la deformacion Lp es proporcional, dentro de los margenes de error experimental, a la
presion de succion AP, tal como se esperaba de la ecuacion 2. De las graficas de AP vs
Lp/Rp se obtuvieron los modulos elasticos. Antes de presentar esos valores, mostraremos
algunas graficas para de las diferentes series de datos. Por ejemplo, en las figuras 31 y 32
se presentan dos series (cada grafica es para un 6vulo), obtenidas el primer dia después de
haber obtenido los gametos. Vemos de las graficas que los datos experimentales siguen
relativamente bien una relacion lineal. De hecho, las rectas de ajuste se muestran en cada
serie. De la pendiente de esas rectas se obtuvieron los modulos elasticos, cuyos valores se

listan al final de esta seccion.
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Figura 31. Grafica de la serie 2, con las 5 mediciones para el évulo respectivo. Se aprecia
un comportamiento relativamente lineal de los puntos experimentales, tal como se
esperaba. La recta se obtuvo ajustando los datos.
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Figura 32. Grafica de la serie 4, con las 5 mediciones para otro 6vulo. De nueva cuenta,
se aprecia un comportamiento relativamente lineal.

En la figura 33, se grafican todos los puntos experimentales obtenidos el primer dia
después de haber obtenido los gametos. Se aprecia un comportamiento relativamente

lineal. Sin embargo, los datos presentan una dispersion que se refleja en diferencias en el
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valor del modulo elastico. En la seccion de discusiones damos algunas posibles

explicaciones a esta dispersion de los datos.

Curvas de presion/deformacion para dia 1
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Figura 33. Grafica con datos de 5 series que fueron tomadas el primer dia después de
obtener los gametos. Los puntos representan experimentos con 5 diferentes ovulos.

Un resultado importante de este trabajo consiste en la constatacion de que los
valores del modulo elastico de los 6vulos cambian segln el tiempo de medicion. Es decir,
nos dimos cuenta que los dvulos se tornan mas rigidos conforme avanza el tiempo después
de la obtencion de los gametos. Esto se manifiesta como un aumento en las pendientes de
las curvas AP vs Lp/Rp. Para ilustrar esto, mostraremos resultados de experimentos
obtenidos con ¢vulos diferentes los dias 2 y 30 después de la obtencion de los gametos.

Por ejemplo, en las figuras 34 y 35 se muestran graficas con los resultados
obtenidos para dos 6vulos, en experimentos realizados el segundo dia después de la
obtencion de los gametos. De nueva cuenta vemos que los datos se ajustan relativamente
bien a un comportamiento lineal, aunque en este caso las pendientes son mas pronunciadas,

y por lo tanto los 6vulos mas rigidos.
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Figura 34. Gréfica de la serie 12, la cual contiene los datos de 6 mediciones hechas a un
ovulo el segundo dia después de la obtencion de los gametos.
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Figura 35. Grafica con 7 datos de la serie 14 tomados en el dia dos después de la obtencion
de los gametos.

En la figura 36 se muestran todos los datos obtenidos con los 6vulos estudiados el
dia 2 después de la obtencion de los gametos. De nueva cuenta, al igual que en el dia 1,
vemos una gran dispersion de los datos. Es de sefialare que en términos generales siguen
una tendencia lineal, con una pendiente mas pronunciada que el dia 1, es decir, los 6vulos

son mas rigidos.
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Figura 36. Grafica que contiene todos los datos de siete series (siete ovulos distintos),
tomadas al segundo dia.

En las figuras 37, 38 y 39 mostramos resultados similares obtenidos con 6vulos el
dia 30 después de la obtencion de los gametos. Las tendencias son las mismas que en los
dias 1 y 2, es decir, las graficas son relativamente lineales, y existe una dispersion de los
datos cuando se consideran en su conjunto (figura 39). Sin embargo, las pendientes
individuales (figuras 37 y 38) son notoriamente mas pronunciadas que en los dias previos,

lo cual muestra que los 6vulos se hace atin mas rigidos.
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Figura 37. Grafica de la serie 16, correspondiente al dia 30 con sus siete mediciones.
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Figura 38. Grafica de la serie 17 con sus 7 mediciones, correspondientes al dia 30.
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Figura 39. Grafica con todos los datos obtenidos el dia 30.

En las figuras 40 y 41 graficamos simultdneamente todos los datos obtenidos, en
los dias 1, 2 y 30. En la figura 41 mostramos ajustes lineales realizados por separado para
cada dia. En esa figura se aprecia claramente como la pendiente del ajuste se va haciendo
mas pronunciada conforme avanza el tiempo, lo cual significa que en promedio los évulos

se hacen mas rigidos.
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Figura 40. Grafica con los datos obtenidos para todos los évulos estudiados.
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Figura 41. Grafica con ajustes lineales a los tres grupos de datos experimentales. Cada
grupo representa el dia (después de la obtencion de los gametos) en el que se realizo el
experimento: 1, 2 o 30. Notese que las pendientes se hacen mas pronunciadas conforme
avanza el tiempo.
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Con los datos experimentales anteriormente mostrados, se hizo el calculo para
obtener el modulo elastico de cada 6vulo analizado, utilizando la teoria sintetizada en la
ecuacion 2. En la tabla I se muestran los valores obtenidos para cada 6vulo, con su
respectivo error porcentual. En la tabla se aprecia que el error para el valor obtenido con

cada 6vulo es relativamente pequeiio, del orden de 20 %.

Tabla I. Los valores para el médulo de elastico por serie, con sus porcentajes de error.
Valores de Mddulo Elastico por serie

E (N/m") Porcentaje de

error
Serie 1B 296.03 +47.23 15.96
Serie 2B 723.33 +£199.66 27.60
Serie 3B 136.33 +70.32 51.58
Serie 4B 454.68 + 104.16 2291
Serie 9B 121.91 + 34.66 28.44
Serie 10C 296.94 + 66.37 22.35
Serie 11C 1480.36 + 189.26 12.78
Serie 12C 410.39+72.77 17.73
Serie 13C 488.15 + 78.41 16.06
Serie 14C 540.44 + 44 .88 8.30
Serie 15C 705.28 + 87.70 12.44
Serie 16C 449.04 £ 112.27 25.00
Serie 17C 280.11 +45.25 16.15
Serie 18C 954.25 + 117.06 12.27
Serie 19D 3703.53 + 605.22 16.34
Serie 20D 1813.68 +525.53 28.98
Serie 21D 2322.07 £256.51 11.05
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VIII. DISCUSIONES

VIII.1. Montaje del Sistema de Micropipetas para la Medicion del Médulo Elastico

Tomando de referencia el trabajo de Mitchinson y Swann de 1954, se disefi6 y construyo
un equipo que para medir las propiedades elasticas de las células aisladas de la forma mas
precisa posible, con las herramientas que se tenian al alcance. Nuestro instrumento
permitio caracterizar la respuesta elastica de 6vulos de erizo de mar sometidos a presiones
de succion. A partir de los datos presion-deformacion, se pudo obtener una estimacion del
modulo eléstico de tales células. Aunque los valores obtenidos son relativamente cercanos
a otros reportados en la literatura, nuestros resultados presentan una desviacion estandar
importante. En esta etapa del estudio no se puede predecir con exactitud cual es el origen
de esta dispersion en los datos: por lo cual una posible explicacion de la alta dispersion
obtenida es la probabilidad de que el circuito hidraulico de nuestro montaje, sufriera
pequeias fallas de hermeticidad en el sellado, dificiles de detectar a simple vista, con esto
se ocasionaran entradas imperceptibles de aire al sistema, estas entradas de aire
modificarian las presiones aplicadas. Sin embargo, los valores obtenidos para el modulo
elastico son aceptables; de hecho, se obtuvieron valores que sefialan que los 6vulos de
erizo de mar se comportan como un s6lido elastico (Hochmuth, 2000).

Una de las posibles soluciones para mejorar el montaje experimental en un futuro,
seria poder controlar de una manera mas precisa el desplazamiento de los reservorios, para
obtener un mayor control sobre el movimiento del mismo y disminuir el error
experimental. Existen en el mercado plataformas de desplazamiento electronicas
controladas por computadora o sistemas de bombas de precision que comunican presiones

definidas; ambos aditamentos serian ttiles para mejorar nuestro montaje.
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VIII.2. El Uso de Ovulos de Erizo de Mar para Calculo de Médulo Elastico

Para el estudio en 6vulos sin fertilizar los resultados arrojan un promedio de E de 1204.86
N/m?, aumentando en funcion del tiempo transcurrido. Estos resultados corroboran que los
valores medidos del modulo elastico tienen el mismo orden de magnitud que el reportado
por Mitchinson et al, 1954, donde ellos realizaron estudios en 5 especies distintas de
erizos de mar y obtuvieron en promedio un valor de E =1070 £174 N/m”.

Un efecto interesante que observamos es que el modulo elastico de los 6vulos
aumenta con el tiempo (figura 41), en el analisis se puede observar claramente el aumento
de la pendiente con respecto al tiempo, lo que nos habla de una rigidez creciente. Este
resultado da lugar a posibles cuestiones por investigar en la continuacion de este trabajo.
Se cree que los factores que influencian este efecto pueden ser internos como serian:
rigidez en la membrana, destruccion de estructuras internas, inicios de apoptosis, etc, o
factores externos como el medio ambiente que lo rodea. Estas caracteristicas observables
pueden servir de herramienta fundamental y 1til en estudios de embriologia con 6vulos de
erizo de mar; se recomienda que los gametos sean usados antes de pasado un mes desde su
obtencion, debido a que después de ese tiempo, la fecundacion es practicamente imposible
(Vaquier, 2011).Segtn nuestros resultados, esta pérdida de viabilidad puede deberse a que,
pasado ese tiempo, la rigidez de la membrana es tal, que ningin esperma puede atravesarla
con el mecanismo habitual.

Por otra parte, una de las posibles explicaciones a la dispersion de los datos
experimentales, es atribuida a la inhomogeneidad interna del 6vulo. Esta célula tiene
estructuras como granos corticales (de tamafo aproximado 1um), particulas de proteinas
ribonucleicas (de tamafio 16 um) y otras macromoléculas que interactiian entre ellas, y son
capaces de crear capas, vesiculas y otros sistemas condensados, estas caracteristicas
pueden no representar cambios fuertes en las propiedades fisicas (division celular,
fecundacion) de la célula, pero es posible que en las mediciones individuales, resultaran
relevantes (Gross, et al, 1965); debido a que el modulo elastico de una célula internamente
inhomogénea puede depender del punto donde se le succione, como esta ilustrado en la
figura 42. Debido a su estructura interna, puede haber puntos en su superficie que

aparezcan mas rigidos que otros. Asi, diferentes 6vulos succionados en partes diferentes
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apareceran con elasticidades diferentes. Esta es una hipdtesis que puede ser estudiada en
un futuro.

Por otra parte, existe la posibilidad de que el cambio de elasticidad de la membrana
con el tiempo se deba a la desnaturalizacion de las proteinas de la misma, ya que aunque
fueron guardados a una temperatura constante (3° C) no era lo suficientemente baja como
para detener el proceso de descomposicion.

Otro posible factor para los altos valores de la dispersion de los datos tiene que ver
con la posibilidad de succionar a la célula mas alla del limite elastico. De hecho, en
algunas ocasiones observamos que la presion aplicada a la célula era tal que la estructura
no volvia a su forma original (figura 43). Este tipo de cambio es una deformacion
permanente, y es el resultado de una fuerza aplicada que sobrepasa los limites de
elasticidad del material, en este caso la célula. Cabe aclarar que aunque no en todos los
ovulos se observo este comportamiento, es posible que algunos valores obtenidos no sean

representativos debido a este efecto.

Figura 42. Representacion de las estructuras internas del 6vulo.
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Figura 43. La fotografia de un 6vulo después de tomar las medidas, se puede apreciar la
protuberancia que indica una deformacion permanente en la membrana.

45



IX. CONCLUSIONES

La elaboracion de micropipetas con dimensiones Optimas para la manipulacion de células
vivas fue exitosa y funcional.

El sistema de micropipetas para medir la presion en células aisladas es efectivo atin
con las variaciones obtenidas en los resultados, los valores para modulo elastico resultaron

muy parecidos a los reportados en la literatura.

Considerando las fechas de ovulacion del erizo de mar E. vanbrunti, la extraccion de

gametos para su manipulacion con micropipetas resulté de forma sencilla y efectiva.
Por los resultados obtenidos, los estudios para medicion de moédulo eléstico utilizando

ovulos de erizo de mar, deben realizarse de forma inmediata, ya que el mddulo elastico

aumenta en funcion del tiempo transcurrido después de ser expulsado de las gonadas.
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X. RECOMENDACIONES

Al utilizar los 6vulos del erizo de mar para manipulacion con micropipetas, se recomienda
tomar en cuenta el ciclo reproductivo debido a que la respuesta a las simulaciones es muy

variable y los erizos podrian no responder a ellas.

Para la realizacion de estos estudios es necesario mantener el 6vulo viable, por lo
cual mediante la administracion de antibidtico, conservacion en refrigeracion (3°C) y

retirar la capa de proteccion gelatinosa en el momento antes de la medicion.

Con la finalidad de minimizar los posibles errores en el uso de sistema hidrautlico
para medir la presion con micropipetas, se recomienda sistematizar electronicamente con
plataformas de desplazamiento y sistemas de bombas de precision, que ya existen en el

mercado.
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APENDICE I

Tabla II. Registro de valores obtenidos para calcular el médulo elastico (E).

Datos Experimentales Completos

E

Error m Porcentaje

m (N/m’) en E de error b Errorenb

Serie 1B 1302  269.03 47.23 15.96 563.3 185.12
Serie 2B 3181.4 723.33 199.66 27.60 2215 728.30
Serie 3B 599.62 136.33 70.32 51.58 61.97 265.16
Serie 4B 1999.8 454.68 104.16 22.91 1568 451.27
Serie 9B 563.17 121.91 34.66 28.44 54.92 87.87

Serie 10C 1306  296.94 66.37 22.35 724 186.90
Serie 11C 6511 1480.36 189.26 12.78 2393 404.77
Serie 12C 1805  410.39 72.77 17.73 778 198.61

Serie 13C 2147  488.15 78.41 16.06 1181 248.10
Serie 14C 2377  540.44 44 88 8.30 1040 138.37
Serie 15C 3102  705.28 87.70 12.44 1771 297.32
Serie 16C 1975  449.04 112.27 25.00 1065 340.35

Serie 17C 1232 280.11 45.25 16.15 665.2 138.69
Serie 18C 4197  954.25 117.06 12.27 1812 314.92
Serie 19D 16289 3703.53 605.22 16.34 3476 713.25
Serie 20D 7977 1813.68 525.53 28.98 3370 1180.70
Serie 21D 10213 2322.07 256.51 11.05 695.3 176.54

En la primera columna se encuentran los valores de “m”, correspondientes a la

pendiente. En la siguiente, los valores de elasticidad, expresados en N/m?. En la siguiente

se consider6 el error de la pendiente, calculada en las unidades de presion. En la columna

siguiente es el porcentaje que representa ese error en las unidades de presion. “b” es el

valor que acompafiaba la ecuacion de la recta en cada serie, representando donde deberia

pasar la recta en el plano. Y por tltimo el error de “b”.
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