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I.1 Introduccid de la tesi

Les c¢llules estan exposades a diferents estimuls mecanics al llarg de la seva vida.
Actualment s’accepta que les forces mecaniques juguen un paper important en funcions
critiques cel Julars com ara la proliferacio, diferenciacio, mobilitat cel lular, apoptosi, sintesi
de proteines i DNA 1 expressié genica, entre d’altres. Les cel lules pulmonars estan
exposades a forces mecaniques derivades de la respiracio, flux sanguini i tensié superficial.
En concret, les cel lules epitelials que envolten les vies acries estan exposades a forces de
tensié 1 compressié durant el cicle respiratori (16). Per altra banda, forces anormals
exercides sobre teixits pulmonars contribueixen a moltes situacions patologiques (8). Aixi,
per exemple, la deformacié mecanica indueix la proliferacié de cel lules epitelials alveolars
(3), jugant un paper important en el manteniment de la integritat de ’epiteli especialment
durant processos de reparacié després de dany pulmonar. Durant Paplicacié de diferents
estrategies de ventilacié mecanica, tractament basic en els pacient amb dany pulmonar agut
(ALI) i la seva forma més severa, el sindrome d’afeccié respiratoria aguda (ARDS), s’ha
observat un augment en la produccié de mediadors inflamatoris com la trombina (14) 1 el
trencament de la barrera alveolocapil lar (15) que contribueix en el dany pulmonar induit
pel ventilador i en la formacié d’edema pulmonar. Un altre exemple de forces mecaniques
exercides sobre el teixit respiratori, i en concret en la via aéria superior, és I'induit pel ronc,

el qual té lloc quan el teixit de la via acria superior es relaxa 1 comenca a vibrar (1). Aquesta
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situacié és experimentada tipicament per pacients que pateixen apnea/hipoapnea o el
sindrome de resistencia en la via acria superior (6). Actualment hi ha evidencies
fisiologiques 1 histologiques, 1 estudis moleculars que exhibeixen inflamacié en pacients

amb trastorns respiratoris de la son (2).

En aquesta tesis s'ha estudiat el paper de diferents estimuls mecanics en dues condicions
patologiques. En un cas s’ha estudiat com la vibracié pot induir una resposta inflamatoria
en cellules epitelials bronquials a través de la sobreexpressié de la citoquina IL-8. Més
concretament, s’ha dissenyat un novedés model experimental que ens permet tastejar si
Paplicacié d’'un estimul mecanic vibratori amb una freqliencia i amplitud similars a les
sofertes pels teixits de la via aéria superior quan es ronca és capa¢ d’induir una resposta
inflamatoria a nivell cel lular. L’estudi s’ha focalitzat en avaluar si la vibracié dispara una
resposta inflamatoria caracteritzada per la sobreexpressié d’interluquina 8 (IL-8) a través de
les vies de senyalitzacié de la proteina kinasa activada per mitogen (MAPK), tal com
suggereix quan les cel lules estan subjectes a una deformacié del substrat (9). L’altre estudi
s’ha centrat en estudiar com un estimul mecanic de deformacié o estirament juntament
amb un mediador inflamatori, en aquest cas la trombina, poden alterar les propietats
mecaniques de les cel lules epitelials i contribuir al trencament de la barrera alveolocapil Jar

agreujant la formaci6é d’edema pulmonar

I.2 Objectiu general de la tesi

L’objectiu general d’aquesta tesi ha estat estudiar el paper de diferents estimuls mecanics
per diferents condicions patologiques. En concret;
e Estudiar com un estimul vibratori pot induir una resposta inflamatoria en cel lules
epitelials bronquials a través de la sobreexpressio de la citoquina IL-8.
e Estudiar com un estimul mecanic de deformacié o estirament juntament amb un
mediador inflamatori, en aquest cas la trombina, poden alterar les propietats
mecaniques de les cellules i contribuir en el trencament de la barrera

alveolocapil 1ar agreujant la formaci6é d’edema pulmonar.
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I.3 L’estimul  vibratori augmenta I alliberament

d’interleuquina-8 en un model cel 1ular del ronc

I.3.1 Introduccid

El ronc és una vibracié de la via ac¢ria superior associada a la son que pot aparcixer tant en
adults com en nens. T¢ lloc quan el teixit tou de la via acria superior es relaxa i vibra (1) i és
simptoma caractetistic en pacients amb apnea/hipoapnea o el sindrome de resisténcia en la
via aéria superior (6). S’ha vist que el ronc també pot estar associat amb la inflamacié
bronquial (11). De fet ja hi ha dades que relacionen el ronc amb I'asma (5). Dades recents
indiquen que mesures directes de marcadors inflamatoris suggereixen que en pacients amb
apnea de la son, la inflamaci6é també esta present en els bronquis. Tot 1 que els mecanismes
que determinen el dany en els trastorns respiratoris de la son no han estat aclarits, s’ha
suggerit que I'estimul mecanic de vibracié podria jugar un paper important en el dany del
teixit aeri (6,10) 1 en la progressié de 'apnea de la son severa. Aquesta falta d’informacié
podria ser deguda en part al fet que els sistemes experimentals que apliquen estimuls
mecanics a c¢l ules estan dissenyats per simular 'estirament, la compressié o les forces de

tall, pero no la vibracio.

I.3.2 Objectiu

Implementar un sistema experimental que permeti aplicar a un cultiu de cél lules epitelials
bronquials humanes un estimul vibratori controlat i estudiar si la vibraci6 és capag¢ d’induir

un una resposta inflamatoria a través de la sobreexpressio d’IL-8.

1.3.3 Meétodes

Cultiu cel dular: Es van cultivar cel lules epitelials bronquials humanes de la linia cel Jular
BEAS-2B (CRL-9609, ATCC, Manassas, Virg, US) en medi RPMI 1640 suplementat.

El dia abans de Pexperiment, es van plantar les c¢l ules en plaques de Petri (diametre de 35
mm) previament col lagenades amb col lagen tipus-I de cua de rata (10 pg/ml). A Pinici de

Iexperiment, la tapa de cada placa de Petri va ser embolcallada fortament amb Parafilm M.
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Es van fer dos petits forats d’1 mm de diametre cada un en la tapa de la placa permetent

I'intercanvi de gasos entre el medi de cultiu 1 'atmosfera.

Sistema experimental: Per poder aplicar 'estimul vibratori a les cél 1ules es va utilitzar un
altaveu exitat per un senyal sinusoidal 1 un amplificador de forga. Es va encolar al con de
Ialtaveu una superficie de Plexiglas rigid (24 cm de diametre) per poder adherir fortament
15 plaques de cultiu cel fular.

L’amplitud de I'amplificador de poteéncia de I'altaveu es va deixar per tal d’obtenir una

amplitud de vibracié de £0.3 mm a 60 Hz. (7).
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Diagrama del sistema utilitzat per aplicar un estimul oscil latori
vertical a cel lules en cultiu. Les plaques de Petri amb les cel lules
plantades van estar subjectades a la plataforma, la qual estava
enganxada al con de laltaveu. Un accelerometre va permetre
mesurar Pamplitud de vibracié en tot moment. El cables flexibles
van connectar 'altaveu amb I'amplificador (1) i I'accelerometre al
seu circuit (2). Aquest sistema va ser col locat dins d’una cambra
convencional de cultius.

El sistema experimental va ser col locat en un incubador a 37°C 1 5% CO,. Altres plaques
de Petri van ser utilitzades com a control, o sigui, no subjectes a cap estimul vibratori van

ser col locades en un incubador similar.

Estudis experimentals: Amb aquest sistema experimental 1 aquest cultiu cel lular es va
estudiar els efectes de la vibraci6 en la proliferacié cel lular 1 I'alliberament de la citoquina
proinflamatoria IL-8 a 60 Hz i a £0.3 mm en cel lules que van estar vibrant durant 6, 12 1

24 hores.

També es va estudiar quin era el paper de les MAP kinases en l'alliberament de I'IL-8
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induida per la vibracié. En aquest cas les c¢l lules van estar vibrant durant 12 hores a 60 Hz,
0.3 mm i es van tractar amb diferents inhibidors. Un grup no va ser tractat i es va utilitzar
com a control. Un altre grup es va tractar amb un inhibidor no especific de la tirosina
quinasa, la genisteina. Els altres tres inhibidors utilitzats van ser especifics per cascades
principals de les MAPK, un especific per la p38 MAPK, P'altre per la MEK1/2 i altre per
JNK MAPK.

I.3.4 Resultats

S’ha observat que 'estimul vibratori aplicat a les cél lules no va afectar a la proliferacié
cel lular. No s’han trobat diferéncies significatives (P= 0.42) entre les c¢l lules que no han
estat vibrant i les que han vibrat durant 6, 12 1 24 hores, tal i com es mostra en la figura

segiient. Les dades estan representades amb la mitja = SEM.
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La concentracié de IL-8 en el sobrenedant recollit 40 hores després d’haver comencat la
vibraci6 s’ha vist incrementat amb la duracié de 'estimul oscil latori. Després de 12h i 24h
de vibracid, la concentracié d’IL-8 ha estat significativament superior que la del control
(46% (P= 0.029) 1 56% (P= 0.013), respectivament). Les dades estan representades amb la
mitja ¥ SEM. El simbol * indica diferencies significatives amb el control (P<0.05). Les

dades estan representades en la seglient figura:
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Les vies de senyalitzacié MAP kinases han jugat un paper important en I'increment d’IL-8
alliberada resultant. S’ha vist que a les cel lules tractades amb I'inhibidor no especific de la
tirosina quinasa, la genisteina, ha reduit considerablement la concentracié d’IL-8 quan es
compara amb la concentracié de les c¢l lules no tractades i subjectes a vibracié (P < .001).
A més a més, s’Tha observat una disminuci6 d’IL-8 en les céllules tractades amb els
inhibidors especifics de la p38 MAPK (SB 203580) (P= 0.008), de la MEK1/2 (PD 98059)
(P= 0.016), 1 de la JNK MAPK (SP 600125) (P= 0.022). Les dades estan representades a
continuacié i mostren la mitja £ SEM. Els simbols * i ** indiquen diferencies significatives
amb les cellules no tractades subjectes a lestimul vibratori ( P<0.05 1 P< 0.01,
respectivament). Totes les cel lules van estar subjectes a la mateixa concentracié final de

DMSO (0.1%)
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1.3.5 Discussio

S’ha desenvolupat un novedods sistema experimental que ens permet aplicar facilment
estimuls vibratoris al cultiu cel Tular amb una freqiiencia, amplitud i duracié ben controlada.
L’aplicacié de la vibracié simulant el ronc en c¢lules epitelials bronquials humanes
(BEAS-2B) ha incrementat 'expressié de la citoquina proinflamatoria IL-8 alliberada en el
sobrenedant, la qual es veu reduida quan s’inhibeixen les cascades de senyalitzacié de les
MAP kinases.

Aquests resultats indiquen que la vibracié en la paret cel lular epitelial de la via acria
respiratoria podria provocar un senyal inflamatori.

Per investigar els efectes potencials en les cel lules epitelials de la via aeria, s’ha utilitzat una
oscil 1acié simple de freqtiencia 60 Hz. Tot i que el ronc produeix un so complex estes a les
altes frequencies, I'analisi espectral ha mostrat que la vibracié és d’amplitud alta i de baixa
freqtiencia (50-100 Hz). Donat que les freqtiéncies de les vibracions tipiques son de l'ordre
de 30 Hz 1 80 Hz pel ronc bucal i nasal, respectivament, hem seleccionat una freqiiencia de
00 Hz per estudiar la resposta de les cél lules epitelials bronquials a la vibracié. L’amplitud
de vibracié utilitzada en aquest treball (= 0.3 mm) és de ordre de les oscil lacions de ronc
de la via acria superior derivades de les imatges cineradiografiques. Per tltim, la duracié de
la vibraci6 aplicada en Pestudi ha estat de diverses hores, periode de temps de 'ordre d’una
nit.

Encara que loscil laci6 sinusoidal aplicada a les c¢lules en cultiu no ha reproduit
exactament el patré vibratori en pacients roncadors, aquests parametres principals
(frequencia, amplitud 1 temps) imiten raonablement els trets basics del ronc.

Entre els diferents marcadors inflamatoris, ens hem centrat en I'lLL-8 per avaluar els efectes
danyins de la vibracié en un cultiu cel lular. IL-8 és una citoquina proinflamatoria que juga
un paper important en la resposta patogenica degut a que és un quemoatraient i activador
de neutrofils, promovent la infiltracié6 d’aquests des dels capil lars al teixit sotmeés a una
inflamacio.

Per altra banda I'expressi6 d’IL-8 esta regulada per ambdoés nivells transcripcional i
posttranscripcional i les principals cascades de les MAP kinases (p38, MEK1/2 and JNK)
juguen un paper en lalliberament d’IL-8 durant el procés inflamatori.

En aquest treball ens hem centrat en 'lL.-8 com a biomarcador de inflamacié en resposta a
la vibraci6, donat que Iexpressié d’aquesta citoquina augmenta quan les cel lules epitelials

de la via aéria es troben sotmeses a un estimul mecanic.
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I.3.6 Conclusio

S’ha mostrat que I'aplicacié d’un estimul vibratori ben definit simulant el ronc en cel lules
epitelials bronquials en cultiu, inicia una resposta proinflamatoria. Aquests resultats
confirmen la hipotesi que el ronc podria ser un factor important que contribueix a la

inflamacié observada en pacients amb trastorns respiratoris obstructius durant la son.

I.4 Efecte de l’estirament en la integritat estructural i la
micromecanica de monocapes de c¢l lules epitelials alveolars

humanes exposades a trombina

I.4.1 Introduccio6

El Dany pulmonar agut (ALI) i la seva forma més severa, el sindrome d’afeccié respiratoria
aguda (ARDS) estan caracteritzats per un procés sever inflamatori i pel trencament de la
barrera epitelial alveolar. La integritat fisica d’aquesta monocapa cel Jular esta regulada pel
balang entre les forces centripetes tensionals 1 les forces centrifugues adhesives que uneixen
les cel 1ules entre elles i a la matriu extracel Jular. En els pulmons, les forces de recuperacio
elastica causades per lestirament cel lular durant una ventilacié espontania o artificial
contribueixen a les forces centripetes de la cel lula: quan més rigida és la c¢l lula, més gran
és la tensié que les adhesions cel lula — cél 1ula i cél Jula — matriu han de suportar durant un
estirament(13). Per altra banda, en un estudi previ (14), es va mostrar que la trombina, una
serina proteasa, induia un increment drastic en la rigidesa de les cel lules epitelials alveolars.
Pero fins ara ningd no ha mostrat quin sén els efectes combinats dels dos estimuls,

estirament 1 un mediador inflamatori , sobre un cultiu cel 1ular d’epiteli alveolar.

142 Objectiu

Estudiar ’efecte combinat de l’estimul mecanic de lestirament i de la trombina en la

mecanica cel Jular i 'adhesio de les c¢l 1ules epitelials alveolars humanes.



Efecte de 'estitament en la integritat estructural i la micromecanica de monocapes de cel lules epitelials alveolars humanes
exposades a trombina

1.4.3 Meétodes

Cultiu cel {ular: Es van cultivar cél lules epitelials alveolars humanes de la linia cel ular
A549 (CCL-185, ATCC, Manassas, Virg, US) en medi RPMI 1640 suplementat amb 10%
de sérum fetal bovi inactivat. Es van plantar les cel lules sobre membranes flexibles
col lagenades fins arribar a la confluéncia (7-14 dies després de plantar-les) i en
subconfluencia (2-4 dies després de plantar-les). El dia de lexperiment, 400 ug de
microesferes ferromagnétiques de 4.5um de diametre recobertes amb RGD sintetic es van
afegir a cada membrana. Després de 20 min d’incubaci6, es van muntar en el sistema

experimental.

Sistema experimental d’estirament: Els experiments es van realitzar amb un dispositiu

d’estirament descrit anteriorment (13)

Citometria de torsi6 magnetica amb deteccié optica (OMTC): Les propietats
mecaniques de les cel lules van ser mesurades amb un sistema integrat descrit anteriorment
(4,12). Aquestes microesferes sén magnetitzades permanentment amb un breu (20 ms)
pero intens (120 mT) pols magnetic en la direccié horitzontal de la monocapa cel lular. A
continuacio, les microesferes van ser rotades amb un camp magnetic sinusoidal debil

aplicat en la direcci6 vertical.

Estudi experimental: Els experiments es van realitzar amb monocapes de c¢l lules
confluents i sub-confluents i es va seguir el protocol que es mostra en la segtient figura. Les
mesures de citometria es van realitzar en els punts marcats amb nombres romans, rotant les
microesferes durat 15 segons amb un camp magneétic oscil latori de 5 mT d’amplitud 1 1 Hz
de frequiéncia. Les microesferes van ser magnetitzades abans de cada mesura de citometria.
Lestirament del 20% en el substrat es va realitzar als 6 minuts d’haver comencat

Iexperiment.
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Processat de dades: La G’, G” i la histeresivitat 1 = G”/G’ cel lular van ser calculades a
partir del desplacament 1 de la rotacié aplicada. e, la deformacié intracel 1ular o deformacié
cel lular, s’ha calculat a partir de les posicions de les microesferes situades en una mateixa
cel lula. g, la deformaci6 intercel lular o deformacié del substrat, s’ha mesurat a partir de
les posicions de les microesferes situades en cé¢l Jules diferents La pérdua de transmissio

d’estirament s’ha mesurat com: Ae = ¢; - ¢

c

I.4.4 Resultats

Mesures de deformacid cel ular

En la figura, es mostra la deformacié intracel lular (e.), la deformacié intercel lular (g,), i la
perdua de transmissié d’estirament Ae = g - ¢ en resposta a un estirament del 20% en el
substrat (I) i la subsequient relaxaci6(V) del mateix. n=7 membranes/grup. El simbols ** i
*#* indiquen diferéncies significatives P<0.01, i P< 0.001, respectivament. Quan les
cel lules confluents son estirades (figura de dalt) ¢, va ser lleugerament més petita que &, (e,
(III) =< ¢, (III)), trobant un petit pero significant Ae. No es van trobat diferéncies
significatives entre les cellules tractades amb trombina o amb. Quan el substrat va ser
retornat a la seva configuracio inicial, els valors de ¢, de les cél lules vehicle van retornar ala
valors inicials (e, (V) Vehicle = ¢_ (I) > 0), mentres que les c¢l 1ules tractades amb trombina
van exhibir una tendéncia a mantenir un valor positiu de Ze. (e, (V) Thr < 0.¢_ (V) Thr #
e. (). Per altra banda, quan es va aplicar un estirament del 20% a monocapes de c¢l 1ules
no confluents (figura de baix) es va trobar que ¢, va ser considerablement més petita que ¢,
en ambdods casos (e, (III) < g (III)), les c¢l Jules tractades amb trombina o amb vehicle,
resultant un elevat Ae, el qual va ser significativament més gran en cel lules tractades amb

trombina que en cel lules tractades amb vehicle. Quan el substrat va ser retornat a la seva

10
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configuraci6 inicial, tant les cél lules tractades amb trombina com les c¢l lules tractades

amb vehicles van exhibir una ¢, negativa, resultant en e >0.
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Mesures de la rigidesa i bisterestvitat cel Jular

En la segiient figura, les dades representen canvis relatius en G’ 1 en 7 induits per un
estirament del 20%. A: les dades representen canvis relatius entre els punts temporals III i
IT de n=7 membranes/grup. El simbols *, ** i *** indiquen difereéncies significatives P<
0.05, P<0.01, i P< 0.001, respectivament. B: les dades mostren canvis relatius entre els
punts temporals V i I de n=7 membranes/grup, o sigui entre les dades inicials, sense
estirament, (I), 1 després d’haver estirat el substrat i haver retornat a la seva conformacio
inicial (V). El simbol *** indica diferéncies significatives P<0.001.

Els valors basals obtinguts per la rigidesa 1 la histeresivitat cel lular van ser G' = 1.20 + 0.06
Pa/nm and 7 = 0.344 £+ 0.007 per cél lules confluents i G' = 1.03 = 0.06 Pa/nm and 7 =
0.336 £ 0.006 per c¢llules no confluents. La trombina va incrementar marcadament la
rigidesa, G’ (192% £ 25% en ce¢l 1ules confluents i 263% =+ 22% en cel 1ules subconfluents)

i una caiguda en la histeresivitat cel ular 7 (33% & 3% en cél lules confluents 1 36% £ 2%

11



Efecte de 'estirament en la integritat estructural i la micromecanica de monocapes de cel lules epitelials alveolars humanes
exposades a trombina

en cel ules no confluents) (Figura A). Quan el substrat va ser relaxat a la seva conformacié6
inicial, els valors de la G’ de cél lules tractades amb trombina va caure a valors similars ala
basals (Figura B), mentres que els valors de G’ de les c¢l lules tractades amb trombina pero
que no van ser estirades van continuar elevats. Tot 1 aixi el valor de 7, tant en cel lules
estirades com no estirades tractades amb trombina, va romandre >25% més baix que el

valor basal.
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I1.4.5 Discussio

Hem mesurat els efectes de I'estirament en la micromecanica i la deformacié de cel lules
epitelials alveolars humanes confluents i1 subconfluents exposades a la trombina. Tot 1 que
aquest model té limitacions, presenta un dels trets centrals de epiteli danyat severament, la

funcié mecanica de les unions cel lula - cél lula. Hem utilitzat una tecnica desenvolupada
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recentment que ens permet mantenir c¢l lules adherents mentre estirem biaxialment el seu
substrat i mesurar simultaniament la seva viscoelasticitat i la seva deformacié.

La deformacié cel lular va ser calculada a partir dels canvis entre la distancia entre les
microesferes. Si la cellula fos un cos mecanicament homogeni firmament unit al seu
substrat, la deformaci6é del substrat imposada seria transmesa totalment a la superficie
apical de la c¢llula. En aquest cas, la deformacié de la monocapa cellular ¢ i la
deformaci6 d’una cél lula individual e_ seria la mateixa i Ae = 0.

No obstant hem trobat diferéncies significatives entre e; 1 e. Hem raonat que aquesta
perdua de transmissié de deformacié és deguda al trencament de les adhesions cel lula —
celfula 1 cel lula — substrat durant la distensié cel lular. Com a resultat d’aquesta perdua
d’adhesio, les cel ules es desenganxen del seu substrat i es formen forats paracel lulars,
avaluat amb I'index Ae.

Les cél lules subconfluents, contrariament a les confluents, exhibeixen una retracci
substancial respecte del substrat com mostra haver trobat un valor elevat de Ae. Aquest
valor incrementa molt més en les cél lules tractades amb trombina. Aquesta troballa revela
un paper mecanic important de les unions cel lula — cél lula com a contrapes quan les
forces centripetes augmenten durant I’estirament.

Simultaniament amb la deformacié global, també s’han obtingut mesures de G’ i 7. S’ha
observat que la G’ 1 la 0 en céllules confluents i subconfluents exhibeixen el mateix
comportament en resposta a un estirament. Per altra banda, s’ha observat que les cel lules
tractades amb trombina recuperen els nivells basals després de relaxar I'estirament previ
induit a les cel lules, suggerint que I'estirament trenca les estructures del citoesquelet que
determinen la rigidesa induida per la trombina. Tot i aixi, el valor de la histeresivitat v va
romandre 20-25% més baix que el valor basal. La histeresivitat reflecteix el grau de quan de

solida o liquida és la cél 1ula.

I.4.6 Conclusions

En aquest context, els nostres resultats suggereixen que quan les unions cel lula — c¢l 1ula
son debils o nul les, estirament pot provocar la formacié de forats en Iepiteli 1 un
increment en la permeabilitat. Aquest efecte pot ser augmentat perillosament per la

presencia de trombina.
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I.5 Conclusions de la tesi

Efecte d’un estimul vibratori en c¢l dules epitelials de la via aéria superior

1. S’ha implementat un sistema experimental que permet aplicar pertorbacions
oscil latories d’alta freqiiéncia a un cultiu cel lular amb P'avantatge de que es pot ajustar
facilment I'amplitud 1 la freqliencia de vibraci6 en oscil lacions sinusoidals. Aquest
sistema ¢és potencialment aplicable a ’estudi dels efectes de la vibracié en diferents tipus
cel 1ulars (epitelials, endotelials, neuromuscular, neuronal, macrofags, etc...) involucrats

en patofisiologies respiratories durant el son.

2. Un estimul vibratori de 60 Hz i £0.3 mm d’amplitud, aplicat sobre c¢l lules epitelials
bronquials humanes en cultiu, no va afectar la proliferacié cel lular a les 24h, indicant
que aquest estimul vibratori no va afectar a que les cél lules es desenganxessin del seu

substrat.

3. Una vibracié mecanica amb amplitud i freqiiencia que simulen les del ronc va ser capag
d’induir una resposta inflamatoria, com és reflexa amb 'increment en la sobreexpresid
de la citoquina inflamatoria I1.-8 al llarg del temps (46% at 12h (P= 0.029) and 56% at
24h (P=0.013).

4. La inhibici6 de les cascades principals de les MAPK: p38, ERK, and []NK MAPKSs van
reduir significativament 'increment en la sobreexpressié d’I1.-8 induit per la vibracio,
indicant que la regulaci6 de la citoquina IL-8 esta mediada per les cascades de

senyalitzaci6 MAPK.

5. Aquests resultats en un model in vitro donen suport a la hipotesi de que la vibracié
deguda al ronc podria ser una font important de dany cel lular en les vies acries de
pacients amb diferents malalties respiratories associades a la som com ara,
’apna/hipoapnea obstructiva de la son o el sindrome de resistencia en la via acria

superior.

Efecte de Pestirament en la integritat estructural i la micromecanica de monocapes

de cel 1ules epitelials alveolars humanes exposades a trombina
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10.

11.

Es va definir un index per avaluar la perdua de transmissié d’estirament entre la cel lula
1 el substrat. Aquest index, el qual va ser calculat a partir dels canvis en la distancia entre
microesferes unides fortament a la superficie cel lular via adhesions focals, determina la

formaci6 o canvis en la mida de forats paracel lulars.

La trombina no va comprometre la integritat fisica de la barrera epitelial alveolar de
cél lules confluents. En ce¢l lules confluents, la deformacié cel lular o intracel lular i la
deformacié del substrat o intercel lular va ser molt semblant. Aquest resultat va ser
independent del tractament, indicant que la trombina no contribueix a la formaci6 de

forats paracel lulars en cel lules confluents.

La deformaci6 cel lular experimentada per cél lules subconfluents va ser marcadament
més petita que la deformacié patida pel substrat. Aquesta reduccié va ser molt
pronunciada amb la preseéncia de trombina, indicant un augment substancial en la

formaci6 de forats paracel Julars.

En cellules subconfluents, degut a que la presencia d’adhesions c¢l Jula-cél Jula i
cel lula-matriu sén limitades, les forces centrifugues adhesives no poden aguantar les
forces centripetes tensionals degudes a 'estirament, comprometent d’aquesta manera la

integritat fisica de la barrera alveolocapil 1ar.

L’estirament incrementa la rigidesa i redueix la histeresivitat cel lular de les cel lules
tractades amb vehicle. Per contra, Pestirament no va incrementar la rigidesa de les
cel fules tractades amb trombina. Aquest comportament diferent entre les cel lules
tractades amb trombina o amb vehicle no pot ser atribuit al desenganxament cel lular
degut a que aquest comportament es troba tant en cel lules confluents com en cel 1ules
subconfluents. Aquests resultats suggereixen trencament 1 reorganitzacié de les

estructures del citosquelet.

Aquests resultats suggereixen que la trombina podria empitjorar la integritat de la

barrera epitelial en pulmons danyats subjectes a ventilacié6 mecanica. .
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