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Resumen

El presente proyecto tiene como objetivo principal, el desarrollo de un modelo
computacional 3D de la migracion de una célula individual embebida en una matriz de gel. Con
ello se pretende contribuir a la comprension de los procesos subyacentes en este proceso, asi
como los diferentes estimulos que afectan al proceso general de la migracién. Por otra parte
se plantea ofrecer una plataforma de simulacién de nuevos experimentos que contribuya a la
obtencién de unos mejores resultados y permita determinar de una forma predictiva cuales
seran las condiciones de ensayo mas optimas.

Este proyecto se enmarca dentro de un proyecto de investigacidon sobre el modelado
computacional multiescala de la migracion celular. En concreto el modelo aqui desarrollado
ofrece un enfoque a escala celular, para lo que se lleva a cabo una discretizacién de la célula
mediante véxels. Esto posibilita el estudio de caracteristicas referentes a la morfologia de la
célula como el factor de forma, el area de contacto célula matriz o la distribucion de tensiones
en la superficie celular. Al mismo tiempo, también permite el estudio de caracteristicas propias
de un modelo de migracién a escala macro como son las velocidades o la distancias recorridas
por la célula en el proceso migratorio.

El proceso de migracion celular se determina a través de la aparicion/desaparicién de los
voxels que constituyen la célula, al actualizarse la forma de la célula en el transcurso del
tiempo se computa la migracién como el cambio de situacion del centroide geométrico del
conjunto de elementos que la constituyen. Las funciones que rigen la aparicion/desaparicidn
de véxels recogen los estimulos que condicionan la migracién celular en matrices 3D. En este
modelo, de los multiples estimulos que pueden condicionar la migracién celular se han tenido
en cuenta los factores mecanicos (mechanotaxis), quimicos (chemotaxis) y de flujo.

La mechanotaxis se implementa mediante un modelo de mechano-sensing basado en un
trabajo anterior[1], segun el cual la célula contrae su citoesqueleto y ejerce fuerzas sobre la
matriz extracelular (ECM) en funcidn de las propiedades de la misma. Los estimulos quimicos y
de flujo, se obtienen mediante la simulacion de un dispositivo microfluidico utilizando para
ello las condiciones de un experimento real [2].

Los resultados obtenidos son postprocesados ofreciéndose diferentes modos de
visualizacidn entre los que destacan representaciones animadas de la célula migrando a través
de la ECM. Estas animaciones muestran a la vez el estado tensional, asi como la morfologia de
la célula en cada instante.
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1. Introduccion

1.1 Motivacion

La migracién celular es el término con el que se define al movimiento de las células, ya
sean pertenecientes a un organismo unicelular o pluricelular. Se trata de un proceso
fundamental en multitud de fenémenos bioldgicos a lo largo de la vida de un ser vivo, desde la
embriogénesis y desarrollo embrionario hasta la regeneracién de tejidos o la curacién de
heridas, dando respuesta inmunitaria a las posibles vias de infeccidn a las que cada dia se
enfrenta un organismo. En los ultimos afos ha cobrado especial relevancia gracias, en parte, a
los grandes avances alcanzados en las técnicas que permiten su estudio.

Numerosas enfermedades tienen como causa un tipo u otro de alteracion en el proceso
de migracién celular. Por ejemplo, desordenes en el proceso de migracién durante el
desarrollo embrionario pueden producir enfermedades tan graves como malformaciones
fetales, retraso mental, artritis, osteoporosis o metdstasis del cancer. A modo de ejemplo, la
migracion de fibroblastos y células del endotelio vascular es esencial en la curacion de heridas
[3]. La migracién celular también estd presente en la metastasis del cancer [4], pues las células
cancerigenas abandonan la masa tumorosa original incorpordndose al sistema sanguineo o
linfatico en funcion de diversos factores que provocan una migracidn anormal. Debido a su
importancia, es especialmente en este campo en donde mas se estdn enfocando las
investigaciones mas recientes. Estas han arrojado algo de luz sobre los estimulos que
determinan la migracion de células desde la masa original hasta los nuevos érganos. Segun las
observaciones realizadas, las condiciones mecanicas del sustrato, factores topograficos,
quimicos y la presencia de otras células influyen fuertemente en el desarrollo metastasico [5].

De gran interés es también el conocimiento a fondo del proceso completo de la
migracion celular, para su aplicacién en la colonizacién de biomateriales en el creciente campo
de la ingenieria de tejidos [6]. Esta se basa en proporcionar a las células un medio local que
permita y regule la diferenciacién, proliferacién y migracidon para la regeneracién tisular,
tratando de evitar el trasplante de drganos o la reconstruccion mediante cirugia. Por ejemplo,
una de las novedosas estrategias de curacién de heridas importantes, consiste en la sustitucion
de parte de un tejido por un biomaterial biodegradable con las condiciones iddéneas para que
se produzca la completa regeneracidn del tejido gracias a la proliferacidon y migracidn de las
células del propio paciente[7].

1.2 Origen del proyecto

Este proyecto se encuadra en el marco de un proyecto de investigacién que tiene como
objetivo el modelado y la simulacién computacional de la migracién celular en diferentes
escalas. En dicho proyecto se realiza un andlisis de este proceso desde una escala
macroscépica, en la que se aborda la migracidn celular basada en el proceso de mechano-
sensing [8] (mecanismo utilizado por las células para detectar el entorno mecdanico), hasta una
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1. Introduccion

escala microscopica en la que se estudia el comportamiento del citoesqueleto (compuesto
principalmente por filamentos de actina y proteinas de entrecruzamiento) cuya naturaleza
dindmica es la responsable de diversas respuestas macroscépicas de la célula cuyo resultado
final es la migracion.

1.3 Migracion celular: estado del arte

1.3.1 Experimentacion

La migracion celular es un proceso multidisciplinar y multiescala influenciado tanto por
factores bioquimicos como por la interaccion célula-matriz. Es un fenédmeno sumamente
complejo, y por tanto son necesarios experimentos in vitro aislando parte de las variables
involucradas para valorar su influencia y comprender su funcionamiento.

Cabe destacar que los ensayos de migracién se han realizado hasta la fecha en sustratos
planos (2D) principalmente. Gracias a ellos se ha avanzado mucho en la comprension de
diversos fenédmenos involucrados en la migracidn celular, sin embargo, para llegar a conocer
completamente el proceso, son necesarios ensayos 3D en ambientes mucho mas realistas y
similares a las condiciones in vivo. De hecho, cuando las células estdn completamente
rodeadas por una matriz extracelular, aparecen nuevos factores que no estaban presentes en
2D como los efectos de la exclusidon de volumen [9] o diferencias relevantes en la morfologia,
formacién de adhesiones y transduccidn de estimulos [10]. Investigaciones recientes sugieren
que las diferencias entre ambientes 2D y 3D pueden ser incluso mucho mas relevantes de lo
que se pensaba [11], por lo que el desarrollo de nuevas técnicas para la realizacién de estudios
3D aumenta dia a dia.

Es por ello, que el desarrollo de los dispositivos microfluidicos ha aumentado en las
ultimas décadas. Su alto potencial y versatilidad a la hora de realizar experimentos y establecer
diferentes condiciones de ensayo, han contribuido a que se conviertan en una componente
clave en la investigacion de la migracion en 3D. Su principal ventaja reside en la posibilidad de
controlar, tanto en el espacio como en el tiempo, los multiples factores biofisicos y
bioquimicos envueltos en un cultivo [12], asi como monitorizar el proceso con instrumentos de
alta resolucidn. Muestra de ello es el elevado nimero de experimentos realizados acerca del
cultivo y la reaccidn frente a diversos estimulos tanto de células individuales como de grandes
poblaciones [2, 6, 12]. En el Anexo | se ofrece una vision mas completa del estado del arte de la
experimentacion sobre la migracion celular.
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1.3 Migracion celular: estado del arte

1.3.2 Modelado

Ademas de la experimentacién, para comprender el papel de cada uno de los procesos
involucrados en la migracion y su respectiva relevancia es necesario desarrollar modelos
matemadticos y computacionales que ayuden en la prediccidn y entendimiento de los
fendmenos migratorios.

Llegados a este punto, se hace necesaria una breve explicacién de las principales fases
de la migracion celular asi como de los diferentes condicionantes fisicos-quimicos que la
afectan.

La migraciéon celular en matrices 3D se puede explicar a través de 5 procesos que se
suceden en el tiempo dando lugar al movimiento de la célula, éstos son: protrusion de
pseuddpodos en el extremo frontal, formacién de contacto focal, protedlisis focalizada,
contraccion del sistema actina-miosina y por Ultimo desprendimiento y contraccién del
extremo trasero [4]. El fendmeno de migracidon comienza con la protrusion de pseuddpodos,
(formacidn y crecimiento de ramificaciones) en el frente celular debido a la presién de los
filamentos de actina sobre la membrana celular. Estas protrusiones tienen un cierto caracter
estocastico al tratarse de elementos exploratorios, aunque su formacion esta también
condicionada por diversos factores como se vera a continuaciéon. Una vez formados los
pseuddpodos, la integrina entra en contacto con los ligandos de la matriz extracelular y se
agrupan en la membrana celular formando los contactos o adhesiones focales, por medio de
los cuales los pseuddépodos se adhieren al sustrato. A continuacién se produce la degradacion
focalizada de la matriz por parte de las metaloproteasas (un tipo de enzima) de la célula. Por
ultimo, la célula se contrae por efecto del sistema actina-miosina. Cuando la fuerza soportada
por las adhesiones traseras supera un cierto limite, los contactos focales se rompen y la célula
se contrae.

Todo este complejo proceso, depende de multitud de estimulos recibidos por la célula
(quimicos, topograficos, mecanicos, etc.), determinando asi la respuesta migratoria y la
organizacidn tisular (Figura. 1).

Uno de los principales estimulos que rigen la migracién celular es la concentracidn de
sustancias quimicas diluidas (chemotaxis) asi como de moléculas no solubles (haptotaxis)[13].
De igual modo, la topografia del sustrato en el que las células se encuentran embebidas juega
un papel importante. Por ejemplo, se ha observado que los fibroblastos migran en matrices 3D
siguiendo las direcciones de las fibras de colageno (contact guidance) y que tienden a
orientarse preferentemente con el eje de menor curvatura, donde la distorsion del
citoesqueleto es minima [14].

Los estimulos mecdnicos juegan igualmente un papel esencial. Las células son capaces
de generar fuerzas y migrar en funcidn de la resistencia mecanica del medio (mechanotaxis,
durotaxis)[15], asi como de guiarse por el estado tensional del medio en el que se encuentran
(tensotaxis)[16].
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1. Introduccion

mechano-
taxis

durotaxis

cell and tissue
organization

contact

guidance curvature

topography

Figura. 1: Posibles estimulos condicionantes de la migracion celular.

El comportamiento de las células viene determinado por diversidad de factores que pueden
dividirse estimulos quimicos (haptotaxis y chemotaxis), mecanicos (mechanotaxis, tensotaxis y
durotaxis) y topograficos (contact guidance y curvature) [17].

Existe un gran debate sobre el papel de cada uno de los factores segun los diferentes
tipos de células y procesos. Una misma célula puede comportarse de manera diferente en
funcién de las condiciones que la rodean, e incluso un leve cambio puede producir resultados
contradictorios. Es por ello que cada vez son mas los modelos que se desarrollan para intentar
arrojar algo de luz, y aportar informacién valiosa para mejorar el disefio de nuevos
experimentos.

Existen diferentes modelos de migracidn, tanto para células individuales, como para
poblaciones. Al desarrollarse a la par que los experimentos, existen muchos mas modelos
bidimensionales, aunque cada dia son mas los de migracién 3D [18-21]. Una explicacion mas
detallada sobre los tipos de modelos existentes y sus principales caracteristicas se recoge en el
Anexo Il.

Como se puede observar en este breve resumen, aunque existen multitud de
aproximaciones, todas se suelen centrar en un solo aspecto concreto de la migracién celular. El
paso natural, por lo tanto, es tratar de combinar cada una de esas aportaciones desarrollando
un modelo multidisciplinar capaz de capturar a diferentes escalas el comportamiento celular y
los procesos mas relevantes de la migracion.
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2.Modelo

Este proyecto, como ya se ha comentado anteriormente, esta integrado en el desarrollo
de un proyecto de investigacion sobre el modelado computacional multiescala de la migracion
celular. En dicho proyecto se desarrolla un modelo de migracién celular (a escala macro) de
elementos finitos en el cual, la célula se simula como un solo elemento. Su movimiento queda
definido por un equilibrio de fuerzas celulares cuya relacidn con la matriz extracelular (ECM) se
establece a través del proceso de mecano-sensing, como se explicard brevemente a
continuacién. Por otro lado, se simula la red de actina que compone el citoesqueleto celular y
se estudia el fendmeno del mecano-sensing desde la perspectiva micro. El modelo
desarrollado en el presente proyecto, corresponde también a una aproximacidén macro-escala
de una Unica célula que incorpora no sdélo estimulos mecanicos (mechano-sensing), sino
también, quimicos y de flujo. Las diferencias con el modelo anterior son que el presente no se
trata de un modelo basado en fuerzas y, ademas, se adopta un enfoque mas centrado en la
célula. Para ello la célula es modelada como un conjunto de elementos, cada uno de los cuales
presenta comportamientos validados con el modelo micro. Con todo ello, el modelo es capaz
de obtener resultados relativos al enfoque macro como la velocidad de migracién, y otros
referentes a nivel celular, como la morfologia de la célula, la deformacién sufrida por el
citoesqueleto o la distribucion de tensiones en el cuerpo celular.

2.1 Modelo previo.

El modelo propuesto en este trabajo se desarrolla a partir de otro anterior [1] basado en
elementos finitos y en el fendmeno del mecano-sensing, el cual serd referido como modelo
“macro” de aqui en adelante. En ese modelo, la célula, embebida en una matriz elastica 3D,
se discretiza como un Unico elemento, no teniendo en cuenta por lo tanto ningun aspecto
morfoldgico de la célula ni ningun estimulo quimico, pero manteniendo la interaccion
mecanica entre matriz y célula. El proceso de migracion se divide en 3 procesos diferentes:
mechano-sensing, adaptacién del citoesqueleto y movimiento celular. A pesar de que estos
tres procesos ocurren en la realidad de forma simultanea, en el modelo macro, por
simplicidad, ocurren de manera independiente aunque interrelacionada, como se vera a
continuacion.

2.1.1 Mecanismo de mecano-sensing

El citoesqueleto celular es una estructura mecdnica que juega un papel fundamental en
la locomocion celular [22]. El comportamiento del citoesqueleto celular es altamente dindmico
y complejo, y sus caracteristicas reoldgicas [23, 24] y contractiles [25] se han estudiado
intensivamente. Un modelo simplificado del citoesqueleto, basado en una estructura de
muelles y un actuador, se utiliza para simular el comportamiento mecanico de la célula
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2. Modelo

(Figura. 2). Los elementos celulares considerados por este modelo son: los filamentos de actina
(simulados mediante un muelle de constante K_,), el sistema actina-miosina (simulado
mediante un actuador contractil) y por ultimo la rigidez pasiva de la célula, debida en su mayor
parte a los microtibulos (simulada mediante un muelle de constante eldstica Kpas). El
citoesqueleto celular se une a la matriz extracelular por medio de adhesiones focales e

integrinas transmembrana, que a modo de simplificacion se consideran completamente
rigidas.

( —, e— )

-

cell

/
x
3

Figura. 2: Esquema de las diferentes partes de la célula involucradas en el proceso de
mechano-sensing y su modelado.

El citoesqueleto se simplifica a una estructura de muelles que simulan la resistencia de los
filamentos internos (K, , referente a la rigidez de los filamentos de actina y K, rigidez

pasiva de la célula producida por microttibulos), mas un actuador ( AM ) que simula el caracter
contractil del sistema actina-miosina. La deformacién de la célula depende por tanto de la
fuerza ejercida por el actuador y del valor de rigidez con que se simulan las diferentes partes
de la célula[1].

La tension activa generada por el actuador contractil de acto-miosina ( p, ) se relaciona con el

solapamiento entre los filamentos de actina-miosina ( &) (Figura. 3).

P.

p max

Maximal

. Rupture
contraction

of bonds
L

& 0

min g’"‘l»\'

Figura. 3: Fuerza ejercida por el sistema actina-miosina (AM) en funcién del solapamiento
entre filamentos ( £ ).

Zona 1: Comportamiento pasivo, el AM es sometido a compresion por cargas externas. Zona 2:
Contraccion, el AM ejerce fuerzas de para detectar las propiedades del medio. Zona 3:
Tension, el AM es traccionado por cargas externas pero todavia tiene capacidad de
comprimirse para detectar las propiedades del medio. Zona 4: Comportamiento pasivo, las
cargas de traccion son tan elevadas que el AM no puede ejercer una fuerza suficiente para
contrarrestarlas.
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2.1 Modelo Previo

Asi pues la tensiéon que la célula ejerce sobre la matriz ( P, ) es dependiente de la
deformacion celular (&, ), que a su vez viene determinada por las condiciones de contorno.

Portanto, P, se puede expresar en funcion de los pardmetros mecdnicos como:

Kpas‘gceil ‘gceH < ‘gmin
K e P
pas Mmax
K £ _ p (gmin _Eceﬂ ) + Kpasgceil Emin < Ecdl < ( pmax/Kact)
_ act“min max
pceH (‘gcell) - K p
pas Mmax
K _ p (gmax _gcdl ) + Kpasgcdl ( pmax/Kact) < gceﬂ < gmax
act ™~ max max

K as€, Erax < Ecal

pas®© cell max

ec. 2-1

La célula se considera un cuerpo esférico de forma y volumen constante. Ademas tiene
un comportamiento anisétropo, por tanto la tension ejercida por la célula tiene dos
componentes, una componente isétropa dependiente de la tensidn calculada y de la
deformacién volumétrica (la célula se contrae por igual en todas las direcciones) y una segunda
componente anisétropa que depende de la direccion de polarizacién de la célula, cuya
obtencién se explicard en la siguiente seccion. Por lo tanto, la tension ejercida por la célula se
puede expresar como:

Ocal = Pea (goeu )dpol Ody * P (HoeH )I ec. 2-2

La resolucién del problema implica la resolucidn de la ecuacion de equilibrio global tanto para
la célula como para el sustrato:

O (O'ceu ) =0 en @ ec. 2-3

O(0gps) = foe €N 2y ec. 2-4

2.1.2 Adaptacion del citoesqueleto

Observaciones experimentales recientes sugieren que el citoesqueleto celular forma
fibras de tension (stress-fibers)[26] orientadas preferentemente paralelas con la direccién
principal de tensién[17]. En este modelo esto corresponde con la direccion de menor
deformacién y por tanto se considera que la célula se alinea gradualmente con ella mediante
la siguiente expresion:

d(d | |
Ad :%m :k(d'pd x(dgxd'pol))At ec. 2:5

pol
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Adpoi
4 a

dpol

Figura. 4: Representacion esquematica reorientacion citoesqueleto celular
El citoesqueleto celular se reorienta para cada incremento del tiempo en funcién del vector

de polarizacion anterior( dipol ) y el vector de variacion ( Adpol ) [1].

donde d es la direccion actual de polarizacién de la célula, d, la direccién principal de

;. ., , . ., .1
minima deformacidn, a el dngulo que formany K la constante de reorientacién (mn~). Como
se observa en la Figura. 4, la direccion de polarizacion se actualiza en cada intervalo de tiempo
alinedndose progresivamente con la direccion de deformacidn minima, obteniéndose asi la

o .z " .z i+1
nueva direccion de polarizacion (d'p;I ).

2.1.3 Migracion

La ultima fase del modelo consiste en la resolucion del equilibrio de todas las fuerzas
implicadas en el movimiento celular.

Fuoe + Farag + Fop =0

trac drag prot ec. 2-6

), calculada como

Las fuerzas que participan en este proceso son: fuerza de protrusion (Fprot

un vector aleatorio y de mddulo proporcional a P, (Ece”), fuerza de arrastre (F,.),

proporcional a la velocidad y la viscosidad efectiva /7 de la ECM y la fuerza de traccién (F,,.)

ejercida por la célula, proporcional al drea donde esta se aplique (a,). Las fuerzas de traccién

en la parte frontal y en la parte posterior tienen diferentes valores debido a la diferente

densidad de adhesiones focales, ( 5.y [B; ). Por tanto, estas fuerzas pueden expresarse como:

I:drag = ,7UceII ec. 2-7
Ftrac = (:BF _:BB) pcell aa dpol ec. 2-8

y la velocidad puede ser obtenida como:

UceII = (Fprot +(ﬁF _ﬂB) pce|| aa dpo| )/7_1 ec. 2-9
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2.2 Modelo actual

2.2 Modelo actual

En el nuevo modelo, a diferencia del anterior, el proceso de migracion se analiza a nivel
celular, en él, la célula pasa de ser discretizada como un Unico elemento a ser discretizada
como un conjunto de voxels. El voxel es la unidad minima procesable de una matriz
tridimensional, o en otras palabras, cada una de las unidades cubicas que compondrd el
cuerpo celular y que posibilitara principalmente el estudio de su morfologia. Estos voxels estan
embebidos en una matriz eldstica 3D y aparecen y desaparecen con una probabilidad que
viene dada en funcién de diversos pardmetros, lo cual hace avanzar a la célula asi como
cambiar su forma.

Como se ha descrito anteriormente, el proceso de migracion celular esta influenciado
por multitud de factores. Este modelo incorpora factores mecdanicos, quimicos y de flujo. Se
tienen en cuenta por tanto: las propiedades mecano-quimicas de la ECM (gradientes de
rigidez, concentraciones quimicas, direcciones de flujo) asi como su geometria.

Se trata de un modelo iterativo (Figura. 5) que resuelve el equilibrio mecanico entre
célula y matriz en cada incremento de tiempo. Por otro lado, el problema de flujo y difusion
guimica en un dispositivo microfluidico se considera estacionario, con lo que las condiciones
fluido-quimicas son constantes durante las simulaciones del proyecto actual. Las hipdtesis
tomadas respecto a cada uno de los factores, son explicadas en detalle en la seccién
correspondiente.

Y Y
Chemistry & flow Mechanical
conditions conditions

FEM analysis FEM analysis

¥
| Probability functions |

PO So— 5 ECM
Element || Element degradation

addition || removal

Update cell shape |

Figura. 5: Esquema iterativo del modelo de migracion celular en cada incremento de tiempo.

La velocidad de la célula no es resuelta mediante ecuaciones de equilibrio, sino que
viene dada intrinsecamente por medio de la aparicién y desaparicién de voxels, dependientes
a su vez de las funciones de probabilidad. Estas funciones (detalladas en los siguientes
apartados) dependen de los diferentes estimulos comentados (mecanicos, quimicos y de flujo)
asi como del incremento temporal. Los elementos que componen la célula son actualizados en
cada incremento de tiempo, determinando asi la forma, el area, el volumen, el contorno etc.
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2. Modelo

A la hora de realizar el modelo se ha tratado, en la medida de lo posible, cefiirse lo
maximo al proceso real de migracidn celular en el que se suceden temporalmente los cinco
procesos ya mencionados en el apartado 1.3.2 [4]: protrusion de pseuddpodos en la parte
frontal, formacion de contactos focales, protedlisis focalizada, contraccién del sistema actina-
miosina y desprendimiento del extremo trasero y consecuente avance. Cada uno de estos
procesos se incorpora al modelo bien como un proceso en si o bien como combinacion de
alguno de ellos. La protrusion de pseuddpodos se implementa en dos fases: la primera incluye
la formacion de filopodios, estructuras de caracter explorativo (simuladas como elementos en
las partes mas externas del contorno en varias direcciones). La segunda es la formacion de
lamelipodios (estructuras mas amplias que extienden la membrana celular) y se corresponde
en el modelo con la aparicidon de elementos en la parte frontal de la célula. La formacién de
contactos focales no se modela especificamente, ya que se considera que los elementos
perimetrales de la célula estan perfectamente adheridos a la ECM. La protedlisis focalizada se
asocia con la degradacién que experimenta la matriz como consecuencia del paso de la célula,
y se implementa como se explica en el apartado 2.2.4. Por ultimo, el desprendimiento de la
parte trasera se corresponde con la desaparicidon de voxels, que unido a la aparicidn en la parte
delantera producen la migracion de la célula.

2.2.1 Mechano-sensing

Las células tienen la capacidad de detectar las propiedades mecdnicas del medio en que
se encuentran y actuar en consecuencia. Tal como se ha explicado anteriormente, este
proceso se denomina mechano-sensing. Al igual que ocurria en el modelo previo, el
citoesqueleto se modela mediante una estructura consistente en varios muelles y un actuador
(Figura. 2), con la salvedad de que en este caso la célula deja de ser un Unico elemento y se
convierte en un conjunto de voxels, cada uno de los cuales se comporta segun el modelo
anteriormente descrito.

A diferencia del enfoque macro, ya no se tiene en cuenta la direccién de polarizacién de
la célula completa, ya que cada elemento se evalla de forma individual. Por tanto, en este
caso, la ecuacién que describe el comportamiento tensional de cada elemento que conforma
la célula solo consta del término isétropo.

Ot = Pean (Hceil )I ec. 2-10

Igualmente, se debe satisfacer la ecuacion de equilibrio global mecanico planteada
anteriormente ( ec. 2-3 y ec. 2-4). La resolucién de este problema mecanico se realizara
mediante un software de elementos finitos (Abaqus) como se detalla mas adelante en el
apartado 2.3.2. La tensidn de equilibrio alcanzada por cada elemento de la célula, servir3,
entre otros factores, para decidir la aparicién de un nuevo elemento o la desaparicién del

mismo.
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2.2 Modelo actual

2.2.2 Factores fluido-quimicos

El proceso de migracidn celular, ademds de estar condicionado por los estimulos
mecanicos resultantes de la interaccidon de la célula con el medio, estad influenciado por
estimulos quimicos. Como se ha comentado anteriormente, existen dos modos diferentes de
migracion celular en funcién de si los factores quimicos presentes en el medio se encuentran
diluidos (chemotaxis) o son insolubles y se encuentran dispersos por la ECM (hatpotaxis). Este
modelo, por simplicidad, se centra exclusivamente en la chemotaxis. Dentro de la misma, se
distingue entre: quimiotaxis autologa (autologue chemotaxis), cuando la propia célula segrega
el factor quimico que estimula el movimiento celular, o quimiotaxis paracrina (parachrine
chemotaxis), término utilizado para denominar la respuesta de la célula frente a un factor
quimico esterno a ella [27]. Mediante experimentos in-vitro, se ha constatado también la
frecuente interaccion entre la migracién producida por factores quimicos y la producida por la
presencia de fluido intersticial [28], debido al arrastre de la concentraciones quimicas que
altera los gradientes percibidos por la célula.

En el presente modelo se incorpora la dependencia de la migracidn respecto a factores
fluido-quimicos, incorporando la citada dependencia a las funciones de probabilidad para la
aparicion/desaparicion de voxels. Se precisa por tanto conocer el valor tanto de la direccién
del flujo, como de la concentracién de factores quimicos en cada uno de los elementos que
rodean la célula. Para calcular el valor de las lineas y direcciones de flujo, asi como del valor de
concentracion de los factores quimicos se utilizard la ley de Brinkman para materiales porosos
[29]:

,LIDZV—EV—DF’:O ec. 2-11
K
donde u designa a la viscosidad del fluido, V la velocidad del fluido, K hace referencia a la
permeabilidady P la presion.
La determinacion de la difusién de un factor quimico se obtiene a través de la ley de Fick:

J =-DUc ec. 2-12

donde | designa al flujo molar del factor quimico difundido, D hace referencia al coeficiente

de difusidony ¢ ala concentracidn de factor quimico.

Asi mismo, se incorporan las ecuaciones de conveccidn-difusion para el transporte de especies
diluidas:

O[{-DOc)+vc=R ec. 2-13
j =-Dc+vI[c ec. 2-14
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donde D vuelve a ser la difusividad del medio, ¢ la concentraciéon de la sustancia que
difunde, v la velocidad del fluido, R designa la tasa de consumo/secrecion de la sustancia
difundiday |, al igual que en el caso anterior, el flujo molar del factor difundido.

2.2.3 Funciones de probabilidad

La migracion de la célula, esta basada en la aparicidn y desaparicién de los voxels que la
constituyen. En cada incremento de tiempo, ciertos elementos que eran parte de la célula
dejan de serlo y algunos que anteriormente correspondian a la matriz extracelular pasan a ser
ocupados por la célula, de modo que el cuerpo de la célula se va desplazando progresivamente
durante el transcurso de la simulacién.

La aparicién y desaparicion de véxels viene gobernada por dos funciones de
probabilidad en las que se consideran los estimulos mecdanicos y fluido-quimicos mencionados
anteriormente. A cada uno de ellos le corresponde uno o varios parametros como se detallara
a continuacién.

Las probabilidades de aparicién/desaparicion de vdxels son respectivamente:

p, = py + pI™

1- e—k?(/ifdfwlf”df”wlfdc +AFdF )dt
ec. 2-15

-kO(A7d7+227d27 2 +AF dF )t )

p_=p’+p™ (1-e

ec. 2-16

donde d?_, d®?, d°_, df_ son parémetros variables en funcién de las condiciones que

afectan a cada voxel, y ky A son pardmetros constantes ajustados mediante ensayos
numéricos (Anexo lll). Sus valores y significados pueden ser consultados en las Tabla 1.

Designaciéon Significado Valor Unidades
p?, p° Probabilidades minimas de aparicién/desaparicion 0.1,0.1 [-]
pr™, p™  Probabilidades maximas de aparicidn/desaparicién 0.8,04 [-]

K2, k° Ratio de aparicién/desaparicion 0.4,0.4 [ rrin‘l]

o o Constante de sensibilidad de aparicidn desaparicidn 0.0035,
/14, ’ A_ . ./ . [']
relativo a la tension maxima 0.0035
)80 yao Constante de sensibilidad de aparicion/desaparicion 0.004, L]
o para gradientes de tension 0.004
c ,cC Constante de sensibilidad de aparicién/desaparicion

A7, AL . ., o 0.3,0.3 [-]

frente a un gradiente concentracién factor quimico

AF AF Constante de sensibilidad de aparicion/desaparicion 0.004, L]

o frente al flujo 0.004

dt Incremento de tiempo 5 [min]

d Pardmetro de degradacion 0.01 [-]

Tabla 1: Significado de las constantes presentes en las funciones de probabilidad
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2.2 Modelo actual

Estas funciones se aplican en cada uno de los elementos del contorno de la célula en
funcién de las condiciones mecano-fluido-quimicas. Con los pardmetros de dichas funciones,
se reflejan los estimulos considerados en este modelo para la migracion celular: la magnitud
de la tensidn celular, el gradiente de tensidn, la concentracidon de factores quimicos vy la
direccion de flujo.

La tension celular se introduce en las funciones a través de d?y d“?, cuyo valor para la

aparicion de elementos viene dado por:

@ cosg -L<g<t cosd -Z<p<
dO’ - amax 2 dAU - 2
0 e Hs?’—” o Z< 9S3—”
2 2 2 2 ec. 2-17
y para la desaparicion por:
0 -7—T<6<7—T 0 _7_T<€<7_T
g — 2 Ao 2
d- = o T 3 d. 3
I sing| Z<o<> sng Z<o<=
O-max ec. 2-18

donde g, es la tension maxima generada por la célula (determinada segun los parametros

del modelo de mechano-sensing) y @ el dngulo que forma cada elemento con la direccién del
gradiente de tensién. Estas definiciones, permiten por un lado enfatizar en la direccionalidad
segln el gradiente mecdnico, asi como obtener formas celulares alargadas en la direccion de
movimiento, simulando la polarizacién mostrada por las células en experimentos in-vitro.

Los factores quimicos que pueden condicionar la migracién incluyen a través de d" .
Este parametro compara el valor de la concentracién de factor quimico en cada elemento con
los elementos adyacentes. Por tanto:

dc = _—_—c ec. 2-19

donde AC, es la variacién de la concentracién de factor quimico en cada elemento
considerado y C,__, el valor méximo que puede tomar la concentracién de un determinado

factor quimico.

La dependencia respecto al fluido intersticial se introduce a través de d" . con ello se
tiene en cuenta la direccion del flujo como posible condicionante de la migracidn celular. En
condiciones normales, se ha detectado experimentalmente [2] que poblaciones pequefas de
células migran siguiendo las lineas de flujo, Sin embargo, se ha visto que la razén para ello es el
arrastre aguas abajo de factores quimicos segregados por la propia célula. Al bloquear ciertos
receptores de la membrana, la célula cambia completamente su comportamiento, migrando
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2. Modelo

aguas arriba guiada por el estimulo mecanico de la mayor presidon que le causa el flujo en la

parte frontal.

Aunque se ha realizado un estudio detallado y completo (apartado 3.1), por simplicidad
se ha introducido en las funciones de probabilidad como dos casos separados.

Caso normal:
cos¢ -—<¢<7—T 0 _7_T<¢<7_T
F _ 2 F — 2 2
df = ; df = ;
o < p< el sing| —<¢< =1
2 2 2 ec. 2-20
Caso con receptores celulares bloqueados:
0 -7—T<¢<7—T |sing| -7—T<¢<7—T
dF - 2 2 dF — 2 2
|cosg| 7—Ts¢53—ﬂ 0 7—Ts¢53—ﬂ
2 2 2 2 ec. 221

donde @ es el angulo formado por direccién del flujo con la direccién de cada elemento. Al
igual que ocurria en factores anteriores, las funciones para la aparicion de elementos varian
con el coseno del dngulo, mientras que la para la desaparicion varian con el seno, ya que de
nuevo, se trata de simular la polarizacién de la célula en la direccion del gradiente.

Adicionalmente a todos estos factores, se considera una probabilidad aleatoria
completamente independiente para reproducir la naturaleza estocastica de la migracion
celular. Para ello, se introduce una direccién aleatoria y se calculan las probabilidades de
manera muy similar a otros factores direccionales (como gradientes o flujo).

Estas probabilidades quedan:

rand — , rand jrand grand
P, - p+,max (1_e )
ec. 2-22
rand _— rand rand grand
P = P e (1—e )
ec. 2-23

d d . . . . .y
donde P, Plme SOn las probabilidades maximas de aparicion y desaparicion
respectivamente, y /L'a”d, A" son las constantes de sensibilidad. Las variables aleatorias

tomaran los siguientes valores:

cosy -E<y<7—T 0 -7—T<y<7—T

drand = 2 2 drand — 2 2

+ 0 Esys3—ﬂ |siny] 7—Tsys3—ﬂ
2 2 2 ec. 2-24
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donde y es el dangulo formado entre la direccion aleatoria con la direccién de cada elemento.

2.2.4 Degradacion ECM

En la migracién proteolitica, la matriz se degrada por acciéon de secreciones celulares
que rompen sus moléculas, deteriorando sus propiedades mecanicas y/o creando cavidades
macroscépicas que hacen posible su movimiento [6]. Tras el paso de la célula se crean unos
canales a lo largo de la trayectoria que sirven de guia para otras células facilitando su
migracion (contact-guidance)[30]. Dado que es un proceso complejo y que se esta simulando
la migraciéon de una sola célula, la degradacion de la ECM se ha incluido en el modelo de
manera simplificada. En cada incremento se evalla la posicion de los elementos perimetrales,
y los elementos de la matriz en contacto con ellos se degradan, sufriendo una reduccién de su
modulo elastico:

E=E (1_ d) ec. 225
Donde E hace referencia al nuevo médulo eldstico de la matriz, Ey al médulo elastico anterior
a la degradacién y d se utiliza para designar al pardmetro de degradacién temporal. La
determinacién del pardmetro d requeriria por si sola la realizacién de experimentos especificos
para determinar la pérdida de masa de la matriz debido a la accion de las metaloproteinasas
celulares. Dado que esto esta fuera del alcance del presente proyecto, se ha escogido d como
un porcentaje fijo proporcional al incremento de tiempo (Tabla 1).

2.3 Implementacion numérica

El modelo propuesto se implementa numéricamente siguiendo un esquema iterativo como el
mostrado en la Figura. 5. Cabe destacar, que el problema fluido-quimico se considera en
estado estacionario y por lo tanto es calculado previamente y utilizado en todas las
iteraciones. Ademas, se asume que los efectos de una séla célula en los resultados del analisis
de un dispositivo microfluidico son despreciables. De esta manera, se separa del analisis
mecanico, aunque ambos actlan como entrada para el cdlculo de las funciones de
probabilidad. El proceso completo se ordena de la siguiente manera:

1- Resolucidn del problema fluido-quimico.

2- Posicionamiento inicial de la célula.

3- Resolucién del problema mecénico.

4- Cdélculo de probabilidades de aparicion/desaparicién de elementos
5- Actualizaciéon de la forma de la célula

6- Degradacién de la ECM

7- Vuelta al punto 3.
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2.3.1 Analisis fluido-quimico

Para la simulacién del problema fluido-quimico, se toma como referencia el dispositivo
mircrofluidico utilizado en [2] para el estudio de la migracion de células cancerigenas. Se
consideran las mismas condiciones del experimento y se validan los resultados obtenidos con
los datos publicados.

Referente al dispositivo se han de hacer ciertas consideraciones de disefio y de las
condiciones de ensayo, ya que ambas resultan determinantes en los resultados obtenidos. En
el caso del dispositivo utilizado (Figura. 6) para la simulacién de este modelo se distinguen 3
zonas bien diferenciadas: canal de acceso, zona de gel y canal de salida.

El canal de entrada y el canal de salida se utilizan para regular el flujo a través del gel por
medio de presidn hidrostatica, asi como las condiciones quimicas mediante gradientes de
concentracion. Las células, son introducidas en la parte central del gel a través de unos canales
laterales no mostrados en la figura. Esta zona, que actuara como la ECM para la célula, se
sujeta mediante unos micropostes para evitar ser arrastrada por el flujo. Este gel es
concretamente Colageno I, un material poroso cuyo modulo eldstico puede tomar valores en
un rango bastante amplio y se citan adecuadamente en cada experimento realizado.

Estos dispositivos presentan una versatilidad enorme, y se pueden realizar numerosos
ensayos en un mismo aparato simplemente fijando diferentes condiciones de entrada/salida.
En nuestro modelo se establece una presion de 40Pa en los canales de entrada y de OPa en la
salida, lo que genera un campo de flujo a través del gel (Figura. 6). Otra condicion de contorno
que es necesario determinar a la hora de llevar a cabo la simulacién es considerar que tanto
los postes como las paredes del dispositivos son zonas impermeables que el fluido no puede
atravesar y en ellas la velocidad del fluido adquiere valor nulo (v=0). Esta condicion recibe el
nombre: no-slip. Los parametros utilizados y condiciones impuestas pueden consultarse en la
Tabla 2.

Condicion  Descripcién Valor  Unidades
P Presion canales entrada 40 [Pa]

P Presién canales salida 0 [Pa]
Voouniary x?eolf)sci;zidosgiteilo;())ntorno de las regiones impermeables 0 e
K Permeabilidad del medio 10" [m?]

H Viscosidad del fluido 1000 [Pa-seg]
p Densidad del fluido 1000 [Kg/m’]

Tabla 2: Valores de los parametros utilizados y condiciones impuestas para la simulacion del
dispositivo.
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Gel (Colagen 1)
- Porous material
- Brinkman’s equation

Outlet (0 Pa)

Inlet (40 Pa)

Channels

Figura. 6: Dispositivo microfluidico utilizado para los ensayos.

El dispositivo consta de: canales de entrada, canales de salida y zona de gel. En los canales de
entrada se impone como condiciéon de contorno una presion constante de 40Pa, y en los de
salida una presion de OPa. De esta forma se produce un flujo intersticial que atraviesa la zona
de gel. El material que constituye la ECM para la simulacion es un material poroso (Colageno
1), por tanto la velocidad del flujo a que lo atraviesa se obtiene resolviendo la ecuacion de
Brinkman.

Para estudiar las lineas de flujo, perfil de velocidades y gradientes quimicos, se resuelve
la ecuacién de Brinkman ya mencionada en el apartado 2.2.2 mediante un software de
elementos finitos (MEF). Especificamente el mddulo de microfluidica de COMSOL Multiphysics,
especialmente indicado para dispositivos de este tipo. Debido a la necesidad de una alta
precisidn (ya que los resultados de esta simulacidn determinan las condiciones fluido-quimicas
del modelo completo) se ha utilizado una malla muy fina (430.000 tetraedros) lo cual ha
implicado un alto coste computacional (70 Gb de memoria RAM, 10 h. de célculo). Una vez
alcanzado el estado estacionario, los resultados son almacenados en un fichero. De todo el
dominio, se selecciona una pequefia parte de gel que sera sobre la que trabaje para el resto de
la simulacién.

2.3.2 Andlisis mecanico

Debido a que las dimensiones del dispositivo son muy grandes en comparacién con la
célula y que el analisis de toda la region de gel resultaria un calculo demasiado costoso para el
analisis mecanico, se considera Unicamente una parte de la regidon de gel del dispositivo
microfluidico (Figura. 7), asumiendo que la posicidn de la célula en las simulaciones nunca
sobrepasara los limites establecidos. De igual modo se asume que las tensiones y
desplazamientos generados por la célula tienen un caracter local y por lo tanto no se ven
afectadas por las condiciones de contorno (siempre y cuando se encuentren los
suficientemente lejos). A continuacidn se establecen las condiciones de contorno iniciales para
el problema mecanico. Por las razones descritas anteriormente, las caras externas del gel se
consideran empotradas (desplazamientos impedidos) y las Unicas fuerzas actuantes son las
ejercidas por la propia célula. La célula se sitla en el centro de la pequefia porcién de gel
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seleccionada (300um x 300um x 120um). Tanto la célula como la ECM estan mallados con
voxels de 3 um de lado (Figura. 7). Esto hace un total de 400.000 elementos hexaédricos (tipo
C3D8), de los cuales 515 son célula (inicialmente), con una morfologia aproximadamente
esférica y de diametro 30 um.

' 300pm /
| @—T\
\
120um1 N7
%’n & 30um

Figura. 7: Posicion y dimensiones iniciales de la célula.

Para el analisis mecanico se considera Unicamente una pequeiia region de la zona de gel, en
concreto una matriz en forma de paralelepipedo de dimensiones (300um x 300um x 120um).
Para llevar a cabo la simulacién mediante el software de MEF se considera en el instante inicial
un célula de 30pm de diametro y constituida de voxels cubicos de 3um de arista. La célula se
posiciona inicialmente en el centro de la matriz. Notese que la malla que constituye al gel en el
dispositivo y la malla finalmente utilizada para el analisis mecanico (voxelizada) son distintas,
y por lo tanto los resultados fluido-quimicos son extrapolados a las coordenadas
correspondientes.

El andlisis mecanico correspondiente al proceso de mechano-sensing proporciona el
mapa de tensiones y desplazamientos tanto en los elementos que forman la célula como en la
matriz extracelular. Por medio de un paquete de software comercial (Simulia-ABAQUS FEA 6.9)
mediante el uso de subrutinas de usuario se introduce el comportamiento activo de la célula.
El coste computacional es de alrededor de 30 Gb de memoria RAM, y cada incremento de
tiempo simulado (5 minutos) equivale a 2 horas reales. Todos los resultados obtenidos son
exportados en cada incremento temporal para calcular las funciones de probabilidad, como se
detalla en el siguiente apartado.

2.3.3 Calculo de probabilidades

Las probabilidades de apariciéon o desaparicién de elementos se computan mediante un
script propio, usando el software MATLAB. Para ello se almacenan en matrices
tridimensionales todos los parametros obtenidos de los analisis fluido-quimico y mecénico. A
cada elemento de la célula, se le asignan los valores almacenados en los componentes
correspondientes de dicha matriz. De hecho, las probabilidades de aparicidon/desaparicién sélo
se calculan para los elementos que conforman el contorno celular en cada incremento
temporal. A la hora de comprobar las probabilidades de los elementos en contacto con el
contorno celular, se considera conectividad 6 (Figura. 8), es decir, que Unicamente son
susceptibles de ser computados en el proceso de aparicion/desaparicion aquellos elementos
qgue tengan por lo menos una cara en contacto con la del elemento del contorno tratado en
ese momento.
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1.

Figura. 8: Esquema de la conectividad considerada-6 utilizado en la simulacién.

A modo de ejemplo, la Figura. 9 muestra los parametros involucrados en el calculo de
probabilidad para el caso del gradiente de tensién (apartado 2.2.3). Se presenté 8 como el
angulo comprendido entre cada elemento y el gradiente de tensién. La “direccidon del
elemento” hace referencia a la dada por el vector que va desde el centroide del elemento del
contorno computado hasta el centroide de su adyacente (del cual se esta computando la
probabilidad de aparecer o desaparecer) Al considerar conectividad 6 y estar todo el dominio
compuesto por hexaedros regulares, esta direccion siempre serd una de las direcciones
cartesianas (tX,Y,Z). Para determinar la direccién del gradiente, se toma el elemento con
mayor tension (obtenido en el problema mecanico) y se une su centroide con el centroide
geométrico de la célula. En el caso existir varios elementos con maxima tension, se elige uno
de ellos aleatoriamente. En el ejemplo mostrado en la figura, el elemento superior tendria
cierta probabilidad de aparecer (en funcién de 6,;) mientras que el elemento lateral tendria
probabilidad nula (al menos la correspondiente a este factor), al ser 6, mayor de 902 (ec.
2-17).

& cell centroid
=ip dAG

cell element

[]
E; IE‘ element with max Gl
[o]

current element

possible new element

Figura. 9: Esquema de la migracidon en funcion de la direccion del gradiente de tension.
La direccion de gradiente de tension viene dada por el vector que une el centroide de la célula
con el elemento de maxima tension, en detalle se muestra la posible direccion de migracién

del elemento actual hacia sus adyacentes. Los angulos 8; y 6, son los formados entre la
direccion del elemento y la direccién del gradiente.

De igual forma se realiza el cdmputo de probabilidades conforme al angulo de la
direccion del elemento con la direccion de flujo intersticial (¢). En general, los factores que
conllevan una direccién, dividen la célula en dos partes. En la mitad delantera hay mayor
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probabilidad de aparicion de elementos y la mitad trasera de desaparicidn, con lo cual se
espera que la célula avance preferentemente alineada con el factor correspondiente.

Por lo tanto, utilizando las funciones descritas hasta ahora, se asigna a cada uno de los
elementos adyacentes a la célula un valor de probabilidad. Sin embargo, pueden surgir
conflictos como consecuencia de la geometria (un mismo elemento puede aparecer por estar
en contacto con diferentes elementos del contorno). Para solventarlos, se computan todas las
probabilidades al mismo tiempo, y se elige aquella que sea mayor para cada posible elemento.

Cabe recordar, que aparte de las probabilidades condicionadas por factores, también se
incluye una probabilidad de caracter estocastico. El calculo es andlogo al del ejemplo anterior,
con la unica diferencia de que la direccion “preferente” es obtenida aleatoriamente de una
distribucidon equiprobable. Este factor, al igual que los anteriores, puede ser activado o
desactivado en funcion del caracter de la simulacién a realizar.

Para evitar posibles problemas derivados del excesivo decrecimiento del volumen de la
célula o que su tamafio llegue a adquirir valores demasiado grandes, se acota el tamafio celular
superior e inferiormente. El tamafio minimo que la célula puede alcanzar es el de la célula de
partida (515 elementos), y el maximo es 1,15 veces su volumen (592 elementos). Este valor se
ha definido de manera arbitraria debido a la falta de datos experimentales en 3D en literatura.

2.3.4 Actualizacion forma célula

Una vez se ha asignado un valor probabilistico de aparicion/desaparicion a los
elementos susceptibles de ser afiadidos/eliminados, y de nuevo mediante un Script de
MATLAB, se generan valores aleatorios para cada elemento y se computa cuales de ellos
finalmente apareceran/desapareceran.

A continuacion se actualiza la forma de la célula almacenando diferentes pardmetros
(volumen, drea de adhesién, centroide geométrico, factor de forma etc.) asi como los listados
de los elementos que son célula, cudles pertenecen al contorno, etc. Esta nueva geometria, es
introducida de nuevo como entrada para el préoximo incremento de tiempo, por lo que el
problema mecanico es calculado de nuevo con la nueva distribucién. Todo ello, ademas, es
almacenado en ficheros para ser post-procesado permitiendo una visualizacién 3D de los
cambios acontecidos en cada incremento de tiempo.

Por dltimo, un script se encarga de simular la formacion de filopodios. Para ello se
calcula el elemento mas alejado del centroide de la célula en cada direccidon (y cada sentido de
la misma) y se afiade un elemento extra con una sola cara en contacto con el contorno. Este
elemento “exploratorio”, gracias al proceso de mechano-sensing, permitird a la célula un
calculo mas preciso de la direccidon de tension maxima en el préoximo incremento.
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2.3.5 Técnicas de visualizacion

La visualizacién de los resultados obtenidos se realiza a través de diversas técnicas en
funcion de la naturaleza de los mismos. Por un lado todas las variables de interés (tensiones,
desplazamientos, trayectoria, factor de forma, area de adhesién, elementos que conforman la
célula etc.) son almacenadas en ficheros de texto en formatos entendibles o bien por ParaView
o bien por MATLAB, lo que permite su analisis de forma directa. Por otro lado y por medio de
scripts, se automatiza el postprocesado de datos, haciendo que el andlisis sea mucho mas facil
y rapido.

Se hace especial hincapié en enfatizar que la migraciéon simulada es un proceso
tridimensional, y para ello los videos son la mejor herramienta para visualizar los resultados.
Con tal fin, se ha desarrollado una rutina que permite obtener las coordenadas de los
elementos del contorno y transformarlas a un formato legible por el software VMD. Con ello se
consigue generar una superficie celular mas suavizada y se obtienen las diferentes capturas
gue compondran la correspondiente pelicula.

Render

Frame recording
S I N N A A A 0

Figura. 10: Técnicas de visualizacion.

Las coordenadas del contorno y del centroide celular, son procesadas por un script de Matlab
y transformadas a un formato entendible por VMD para una visualizacion 3D de mayor
calidad.

2.3.6 Software utilizado

A lo largo de la implementacion numérica se ha citado el software utilizado en cada
parte de la simulacion. Dada la variedad de software utilizado, se introduce esta seccion a
modo de sintesis (Figura. 11).

El cddigo principal con el que se lleva a cabo la computacién de la migraciéon celular se
ha implementado mediante diferentes scripts de MATLAB. La computacién del proceso de
migracion, se basa en diferentes estimulos, tanto mecdnicos como quimicos. Los estimulos
mecanicos provienen de resolver el problema mecanico (ecuaciones de equilibrio global tanto
en la célula como en el sustrato, ec. 2-3y ec. 2-4) para lo cual se utiliza el software ABAQUS.
Los estimulos fluido-quimicos provienen de la simulacién del microdispositivo. Para ello se
resuelven las ecuaciones de conveccion difusidn para el transporte de sustancias quimicas, asi
como la ecuacidn de Brinkman para flujo a través de medios porosos (ec. 2-11) a través del
software COMSOL MULTIPHYSICS.
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La visualizacion de los resultados obtenidos tanto de la computacion de la migracion
como de la resolucién del problema mecanico se realiza mediante ParaView y VDM, ambos
software libre. Para la simulacién fluido-quimica a nivel celular, es necesario llevar a cabo un
postprocesado de los resultados obtenidos. Mediante puntos del contorno se reconstruye por
completo una superficie suavizada de la célula. Esto se hace mediante el software Rhinoceros,
indicado especialmente para el tratamiento de imagenes.

Fluid-Chemistry Simulation Image treatment
CoMSOoOL Y m | — )/

| Rhinoceros
NORES modaing or Wodows

Mechanical Simulation |

;;% ABAQ U s ] Visualization

_ ll ParaView

“Parallel Visualization Application Application

=

Main code

‘\ MATLAB VMR

Figura. 11: Software utilizado en la simulacién, postprocesado y visualizacién de resultados.

El modelo computacional utilizado en este trabajo, se implementa principalmente a través de
diferentes scripts de MATLAB, que componen el cédigo principal. La computacion se realiza en
base a ciertos estimulos tanto mecanicos como fluido quimicos, obtenidos de la realizacion de
simulaciones independientes mediante el software ABAQUS y COMSOL respectivamente. Para
ciertas simulaciones especificas, los resultados son procesados mediante un software de
tratamiento de imagenes, Rhinoceros. Por ultimo la visualizacion de resultados y el
postproceso se produce a través del software libre ParaView y VMD.
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3.1 Simulacion del microdispositivo

Como se comenta en el apartado 1.1, el efecto de una Unica célula sobre el estudio del
flujo intersticial en un dispositivo completo se considera minimo y por tanto se asume como
despreciable. Ademas, se busca resolver el dispositivo en situacion estacionaria, ya que es una
vez desarrollado el flujo cuando se realizan las medidas experimentales. Por lo tanto y dado
que las condiciones fluidicas adquieren un valor constante en el transcurso temporal, basta
con realizar una simulacion del dispositivo de forma previa a la simulacién de la migracidn.

Bajo las condiciones expuestas en el apartado 2.3.1 se obtienen el valor de la velocidad
de flujo, las lineas de flujo, caida de presién y concentracidon de sustancias quimicas en todos
los puntos del dispositivo. Los resultados muestran como la velocidad aumenta en las zonas de
menor seccién de paso, viéndose afectada en gran parte la parte central de la zona de gel
donde la velocidad aumenta en la regidn existente entre los postes. El las zonas situadas tras

Ill

los postes la velocidad decrece debido al “efecto sombra” ejercido por los postes de sujecion.
Es en la zona situada en la parte central del gel en la que mas debe centrarse el andlisis, ya que
de los valores aqui obtenidos dependerdn los resultados a obtener de la simulacién del
proceso de migracion. La velocidad maxima obtenida es 2.93um/seg , un valor muy similar al
obtenido en [2] (3um/seg) tanto experimentalmente como en una simulacion 2D realizada con
las mismas condiciones y geometria. Las lineas de corriente en la regidn central, presentan
una orientacidn practicamente alineada con la direccién X, como se observa en la (Figura.

12A).

El hecho de llevar a cabo una simulacidn tridimensional del dispositivo posibilita el
estudio de la variacidon de la velocidad y lineas de corriente con la profundidad. Como se
observa en los resultados el efecto de los limites superiores e inferiores, es claramente
reconocible por una menor velocidad de flujo en la cercania del contorno (hasta hacerse nula
en las paredes) y mayor velocidad en la parte central de las secciones de paso (Figura. 12B). De
nuevo los resultados de mayor interés son los pertenecientes a la regidn central de la zona de
gel, en donde se estudiara la migracion celular utilizando el modelo desarrollado.
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Figura. 12: Simulacion fluidica del dispositivo.

Se simula el dispositivo bajo la influencia de un flujo intersticial estacionario obteniéndose (A)
el perfil de velocidades en todo el dispositivo y lineas de flujo y perfil de velocidades en la
zona de gel, donde se simula la migracidn celular, (B) diferentes planos transversales al
dispositivo en los que se muestran la variacion de la velocidad en esta direccion y evidencian
la tridimensionalidad de la simulacién.

Con respecto a la presién se observa que la mayor caida se produce en el medio poroso
(gel), mientras que la pérdida de carga en los canales en estado estacionario es practicamente
nula. La caida de presidon en la regidn central de la zona de gel adquiere un valor practicamente
lineal con X, mas concretamente cae desde 25Pa hasta adquirir un valor de 15Pa (Figura. 13).
De igual modo la concentracién quimica en estado estacionario presenta un perfil
eminentemente lineal, como se muestra en el apartado siguiente.
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Figura. 13: Caida de presidn en el dispositivo microfluidico.

La caida de presion producida en los canales por pérdidas de carga es totalmente despreciable
respecto a la producida en la zona de gel (material poroso). En la region central de la zona de
gel, la caida de presion adquiere un valor lineal con la coordenada x.

3.2 Simulacion fluido-quimica a nivel celular

Una vez resuelto el problema global, para valorar el efecto que la presencia de una
célula tiene sobre el flujo intersticial y viceversa, y sobre la posible presencia de un factor
guimico autocrino secretado por la célula, se lleva a cabo una simulacion fluido-quimica a nivel
celular. Partiendo de una célula generada en una simulacidon anterior y elegida por su
morfologia polarizada, se malla su superficie en funcidn de los voxels que la constituyen
utilizando un script de Matlab combinado con el software VMD. Posteriormente se lleva a cabo
un renderizado de la malla mediante el Software Rhinoceros (Figura. 14). De esta forma se
obtiene un volumen que puede ser importado por COMSOL para someterse a la simulacion.
Para ello se considera la célula embebida en un volumen control cubico en cuyas fronteras se
imponen condiciones de contorno obtenidas en la simulacién del dispositivo microfluidico
(Figura. 15).

A B C

Figura. 14: Evolucion de la célula para la simulacién fluido-quimica a nivel celular.

La célula se discretiza en el modelo como (A) un conjunto de voxels que aparecen y
desaparecen durante el transcurso de la simulacion de acuerdo con las funciones de
probabilidad. (B) Mediante VMD (software de dinamica molecular) se realiza una
representacion aproximada de la membrana y su ntcleo y (C) mediante Rhinoceros se adapta
la malla para para simular en COMSOL la interaccion entre la célula, el fluido y un factor
autocrino segregado por la propia célula.
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Figura. 15: Volumen de control considerado par simulacion fluido-quimica a nivel celular.

Concretamente se establecen los perfiles de velocidad en la cara frontal y trasera del
dominio, considerando en el resto de caras condiciones periddicas. Asi mismo, se establece
qgue la velocidad en la superficie celular es 0, y que dicha superficie mantiene de forma
constante una concentracién de factor autocrino. El resto de condiciones y parametros
utilizados para llevar a cabo la simulacidn se recogen el la siguiente tabla:

Condicion  Descripcion Valor  Unidades
v Velocidad entrada 2.96e° [m/s]
A Velocidad salida 2.96e° [m/s]
Vet Velocidad superficie celular 0 [m/s]
D Coeficiente de difusidn 10° [m?/s]
G Concentracion entrada 1 [mol/m?3]
C, Concentracién salida 0 [mol/m?]
(o Concentracidn superficie celular 1 [mol/m’]

Tabla 3: Condiciones y parametros en la simulacién fluido-quimica a nivel celular.

A la vista de los resultados obtenidos, se observa como la presencia de la célula apenas altera
la distribucion de las lineas de corriente y que al alejarse ligeramente de la superficie celular su
efecto es despreciable incluso en un dominio de estudio tan pequefio, siendo las lineas
practicamente paralelas a la direccidn del eje X (Figura. 16A).

El factor quimico autocrino previamente comentado, es segregado a través de la
superficie celular de forma constante. Como puede observarse en la Figura. 16B, el factor
guimico se ve arrastrado por la corriente a la que se ve sometida la célula, provocando una
concentracién media mayor aguas abajo de la célula.
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Figura. 16: Lineas de corriente y factor autocrino en la simulacién fluido-quimica a nivel
celular.

(A) La interaccion sélido-célula provoca que las lineas de flujo se vean alteradas por su
presencia, sin embargo, su efecto es tan pequeiio que puede considerarse despreciable a nivel
del dispositivo completo. (B) En el caso de que la célula segregue un factor quimico, la
presencia de flujo intersticial provoca que este se vea arrastrado en el sentido de la corriente,
creando una acumulacion de concentracion mayor aguas abajo.

Al igual que la célula ofrece una ligera influencia sobre las lineas de corriente, el fluido
interacciona con la superficie celular generando tensiones en funcién de la exposicion de la
célula al flujo. La zona que recibe mayor presién es aquella en que la célula es atacada por el
flujo, viéndose reducido su valor al avanzar en la direccidn del flujo (Figura. 17).
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Figura. 17: Distribucion de presiones causadas por el flujo intersticial en la superficie celular.
Las presiones producidas por el flujo sobre la superficie celular son mayores en la zona de la
célula qué es atacada directamente por el flujo.

Por otro lado, se lleva a cabo una simulacidn de un factor quimico presente en el medio,
cuyos resultados se muestran en la Figura. 18. Como se puede observar la presencia de la
célula no ejerce apenas influencia sobre la difusién del factor quimico y la concentracién de
este varia Unicamente linealmente con la direccidn X.
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Figura. 18: Simulacion de difusion de un factor quimico a nivel celular.

Al llevarse a cabo la simulacién de difusidn de un factor paracrino con caracter estacionario, se
obtiene una distribucion lineal con la direccion X del gradiente de concentracién, no
ejerciendo la presencia de la célula apenas influencia.

Estos resultados, en concordancia con otras simulaciones y experimentos recientes [31],
confirman las hipdtesis utilizadas en la definicién de las funciones de probabilidad, aunque
como se ha comentado anteriormente, se ha simplificado por el exceso de esfuerzo
computacional que supondria una simulacion de estas caracteristicas en cada incremento
temporal.

3.3 Simulacion mecanica

Tras llevar a cabo el analisis y la validacion del modelo mecéanico (Anexo IV) se esta en
condiciones de realizar una simulacion completa de la migracion considerando el
comportamiento mecanico de la célula dentro del dispositivo de ensayo. Para esta simulacion,
se considera que la célula migra exclusivamente debido a la interaccion mecanica célula-matriz
(mechano-sensing) presentada en el apartado 2.2.1 . Por lo tanto, tanto los factores fluido-
guimicos como el aleatorio no son considerados en este analisis.

En este estudio se han considerado geles de igual geometria pero con diferentes
rigideces para poder comparar los resultados obtenidos. En primer lugar se utiliza una matriz
cuyo mddulo elastico varia linealmente con la coordenada X, (valor 0,001kPa para valor O de
abcisa y 100kPa en el extremo contrario) (Figura. 19). En segundo lugar se utiliza el mismo tipo
de matriz, lineal en x con valor maximo de rigidez 100kPa, pero se considera la matriz de un
material degradable. Por ultimo se emplea una matriz, de material no degradable, cuyo
madulo elastico toma un valor bajo (0.1kPa) constante al inicio, aumenta exponencialmente en
la zona media y se mantiene en un valor alto constante en la zona final (100kPa) (Figura. 19).
Los calculos realizados simulan un tiempo de 500 minutos (8 horas y 20 minutos)
implementadas en 100 incrementos temporales de 5 minutos.
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Figura. 19: Gradiente de rigidez del gel (ECM) a lo largo de la direcciéon X.

Para cada una de las matrices en las que se representa la variacion de su médulo elastico en

funcién de la coordenada x, asi como el valor de la rigidez en el punto donde se posiciona la
célula previo a la simulacién

0

A continuacién se exponen, para los tres casos considerados, los resultados obtenidos
en relacién a: la trayectoria (posicién del centroide en cada incremento temporal), el camino
recorrido, la velocidad de migracion, el factor de forma, el drea de adhesion y el mapa de
tensiones y desplazamientos. Se analizan por una parte los resultados al comienzo de la
simulacidn y por otra los resultados finales. Con este andlisis se pretende remarcar el efecto
inmediato de un cambio de rigidez tan brusco (exponencial) y cdmo sus efectos se suavizan
una vez se alcanza la saturacion. Tras los primeros 16 incrementos (punto donde se alcanza
dicha saturacién) se calcula: la distancia total recorrida (teniendo en cuenta todos los
movimientos), la distancia efectiva (distancia entre posicidn final e inicial), la velocidad media
(utilizando la distancia total) y la velocidad efectiva (distancia efectiva recorrida en el tiempo
considerado). En todos los casos la distancia total recorrida es muy similar ~25um (Figura.
20A), siendo ligeramente mayor para el caso que considera degradacion de la matriz, 27.2um.
Sin embargo, la distancia efectiva es claramente mayor en el caso con gradiente exponencial
(20.9um frente a 6.9um y 3.4um). Asi mismo, se observa como, a pesar de que la velocidad
media adquiere un valor muy similar para los tres casos considerados (~0.32um/min), la
velocidad efectiva para las matrices de gradiente lineal es bastante menor que la obtenida
para la matriz con gradiente de rigidez exponencial (Figura. 20C), concretamente 0.04 y
0.08pum/min frente a 0.25pum/min.

Para las matrices de gradiente lineal, a pesar de que la direccion de migraciéon sigue
preferentemente la direccién del gradiente (eje X), tiene un marcado cardcter aleatorio y por
tanto el avance efectivo es mucho menor. Este comportamiento se explica debido a que las
dimensiones de la célula son tan pequefias que apenas existe diferencia entre los valores de
rigidez entre el frente y la parte trasera de la célula. Ademas, para estos valores de rigidez la
fuerza ejercida por la célula ha alcanzado casi su valor de saturacién, por lo que para
variaciones pequefias de la rigidez, la fuerza ejercida por la célula casi no varia. Por lo tanto,
aunque las probabilidades de aparicion son altas debido a las altas tensiones, el
direccionamiento no esta claramente definido y por lo tanto el avance es muy lento. Por otro
lado, para la matriz con gradiente de rigidez exponencial la diferencia de valores entre la
rigidez de la ECM en la parte frontal y la posterior son bastante pronunciados durante los
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primeros incrementos temporales y por tanto su migraciéon tiene un marcado caracter
direccional en la direccidon del eje X.
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Figura. 20: Velocidad y distancia recorrida por la célula tras 16 y tras 100 steps.

En el caso exponencial fundamentalmente la migracion celular tras 16 incrementos
temporales muestra un comportamiento diferente al mostrado en los casos lineales tras el
mismo transcurso de tiempo. La migracidn en el caso exponencial tiene un mayor caracter
direccional, y consecuentemente menos aleatorio, debido a la mayor diferencia de rigidez
entre la parte anterior y posterior de la célula. Por tanto, distancia efectiva y la velocidad son
mayores en el caso exponencial que en los casos lineales. Tras la simulacion de 100
incrementos temporales los valores de velocidad y distancia obtenidos se mueven en el mismo
rango, lo que tiene su explicacidon en un mayor caracter aleatorio del proceso de migracion.

Si se observan los resultados obtenidos tras 100 incrementos temporales, se constata
como tanto los valores de velocidad media y efectiva adquieren en los tres casos valores
similares (~0.4um/min) (Figura. 20C). Para el caso exponencial, una vez superada la zona
donde aumenta la rigidez, la célula continia migrando en esa direccidn, pero de forma mucho
mas aleatoria (por las mismas razones previamente expuestas). Por tanto, debido a la rapiday
direccionada migracidn en los primeros incrementos temporales, la longitud efectiva continua
siendo superior a los casos de gradiente lineal, aunque la diferencia es menos pronunciada
(Figura. 20D). Si se comparan la velocidad media de cada caso tras 16 y tras 100 steps se
observa un incremento de ésta con el transcurso del tiempo. Al ocurrir la migracion a lo largo
de un gradiente de rigidez, la velocidad de migracion aumenta con la rigidez (mayores
probabilidades) contribuyendo a un aumento progresivo de la velocidad media de migracion,
de 0.32 2 0.38 um/min.
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3.3 Simulacion mecdnica

En todos los casos estudiados, la evolucion del area de la célula es similar. Al
representarla en el transcurso del tiempo de simulacién se observa como el drea de la célula
crece en los primeros minutos hasta adquirir un valor medio de~13500um? (Figura. 21A).

El factor de forma (ratio entre la parte mas larga de la célula con respecto a la mas
corta), adquiere valores bastante cambiantes debido a las protrusiones formadas a lo largo de
la simulacidn, aunque su valor estd acotado entre 1 y 2. En los primeros minutos, se observan
valores inferiores a 1.5, lo que significa una baja polarizacidn, ya que la célula todavia esta
evolucionando desde su forma esférica inicial. Sin embargo progresivamente adquiere valores
mayores, sin llegar a superar salvo en algun instante concreto, un factor de forma de 2 (Figura.
21B).
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Figura. 21: Area proyectada y factor de forma para simulacién mecanica.

(A) El area proyectada experimenta un rapido crecimiento el los primeros incrementos
temporales, posteriormente se mantiene en torno a un valor fijo, con variaciones debido a que
la morfologia celular varia a lo largo de la simulacién. (B) El factor de forma muestra un
crecimiento al inicio de la simulacion que evidencia la polarizacion celular y tras este periodo
de polarizacién los valores que adquiere van variando en funciéon de la morfologia que va
adquiriendo la célula con el paso del tiempo.

La Figura. 22 muestra la distribucién de tensiones en la célula y los desplazamientos
provocados en la ECM. En el caso de gradiente de rigidez exponencial se observa claramente
como la tensidn de la célula aumenta con el eje x y los desplazamientos son mucho mayores
en la parte trasera, donde el mddulo eldstico es menor (Figura. 22A). En los casos lineales, sin
embargo, la distribucidon de tensiones es mas homogénea, ya que la transicién del madulo
eldstico es menos pronunciada. Esto conlleva adicionalmente que la variacién en los
desplazamientos se produzca de forma mas gradual (Figura. 22B).

Si se observan uUnicamente los resultados obtenidos para las matrices de gradiente
lineal, con y sin degradacidon de la ECM, se constata que el comportamiento en cuanto a
velocidad de migracidn, distancia, factor forma y area proyectada es muy similar no
observandose ninguna diferencia significativa. En la Figura. 23 se muestra la degradacion del
gel por parte de la célula, como se ha descrito anteriormente, la degradacién es proporcional
al tiempo que un elemento del contorno de la célula ocupa cada posicién, por lo que los
puntos mas alejados y en direccidén opuesta al avance son los menos degradados
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Figura. 22: Mapa de tensiones en la célula y desplazamientos en la matriz extracelular.

Las tensiones (kPa) generadas en la célula y los desplazamientos (um) producidos en la matriz
extracelular varian en funcién del tipo de gradiente de rigidez presente en la matriz. Se
muestran las tensiones en los elementos de la célula y los desplazamientos en la ECM tras dos
horas de tiempo simulado (A) En el caso de gradiente de rigidez exponencial, se observa como
las tensiones celulares aumentan gradualmente en la direcciéon X y los desplazamientos son
altos debido a la menor rigidez del sustrato en la parte trasera. (B) En el caso de gradiente de
rigidez lineal, al variar la rigidez de forma menos pronunciada tanto las tensiones como los
desplazamientos generados tienen una distribucion mas homogénea, aunque igualmente
direccionada en X.
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Figura. 23: Degradacion de la matriz extracelular.

Tras el transcurso completo de la simulacidn, en el caso de un sustrato degradable, la célula ha
digerido parte de las proteinas que forma la matriz reduciendo su médulo elastico. Se muestra
la posiciéon actual de la célula y la degradacion llevada a cabo sobre la ECM durante la
migracion previa.

3.4 Simulacion completa

En la siguiente simulacién se consideran todos los estimulos condicionantes de la
migracion celular implementados en el modelo desarrollado, tanto quimicos y de flujo como
mecanicos. Para poder contrastar las diferentes condiciones de ensayo que se pueden
reproducir, se varian las direcciones en las que afectan los diferentes factores considerados. Se
simulan los siguientes casos: (i) gradiente de rigidez, flujo intersticial, y gradiente de factor
guimico: todos ellos en la direccion X y (ii) gradiente de rigidez en la direccién Y, flujo
intersticial y factor quimico en X.

3.4.1 Caso (i)

En este caso se simula la migracion incluyendo todos los estimulos implementados en el
modelo actuando en la direccién X con el objetivo de observar que sucede en el caso limite de
que todos los condicionantes estimulen a la célula a migrar en la misma direccién. El sustrato
simulado serd Colageno | (considerando el material como elastico-lineal) En relacién al
estimulo mecanico, se introduce un gradiente de rigidez lineal, el mismo al utilizado en el
apartado 1.1. El factor quimico se implementa de manera normalizada adquiriendo valores
gue aumentan linealmente con la coordenada X. Toma un valor de 0 en el origen y 1 al final del
dominio. Las direcciones del flujo intersticial se introducen a través de los datos obtenidos en
la simulacién del microdispositvo (apartado 1.1). El resto de constantes, pertenecientes a las
funciones de probabilidad toman los valores recogidos en la Tabla 1.
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Figura. 24: Esquema de los diferentes estimulos considerados en la simulacién. Caso (i).

3.4.2 Caso (ii)

La simulacion se lleva a cabo considerando un sustrato que presenta un gradiente lineal
de rigidez del mismo valor que el considerado para realizar la simulacién basada en estimulos
mecanicos (apartado 1.1), con la diferencia de que en este caso el gradiente de rigidez se
encuentra en la direccidn Y. Por otro lado, en la direccion X, actian tanto la direccién del flujo
como un gradiente de factor quimico. Este factor, al igual que en el caso (i) se considera como
un valor normalizado que por lo tanto, toma valor 0 en el extremo de menor concentracién y
valor 1 en el extremo donde la concentracidn es maxima. Igualmente, las constantes presentes
en las funciones de probabilidad adquieren los valores recogidos en la Tabla 1.

Flow
Chemical Factor

Figura. 25: Esquema de los diferentes estimulos considerados en la simulacion. Caso (ii).

3.4.3 Resultados

Los resultados obtenidos de la simulacion llevada a cabo para los casos (i) y (i) muestran
como los diferentes estimulos pueden influir en diversos aspectos de la migraciéon celular
(trayectoria, distancia recorrida, velocidad, area y factor de forma).

Al actuar varios estimulos en una misma direccion, los efectos considerados para los
casos aislados se superponen. En la Figura. 26 se muestran las trayectorias seguidas por la
célula en el primer caso (marcadores verdes) y en el segundo (marcadores morados). A modo
de comparacion se incluye la trayectoria seguida por una célula migrando en direcciéon X por
efecto Unicamente de estimulos mecanicos (marcadores rojos) en una matriz de similar rigidez
a la del caso (i) (datos obtenidos de la simulacién anterior, apartado 1.1).
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Figura. 26: Trayectoria de la migracién celular bajo la influencia de diferentes estimulos.

Se representan los siguientes casos de migracion: caso(i) gradiente de rigidez, gradiente
quimico y flujo intersticial, todos ellos en la direccion X (marcadores verdes). Caso(ii) gradiente
de rigidez en direccion Y, gradiente quimico y flujo intersticial en la direccion X (marcadores
morados). Ademas se muestra un tercer caso donde no hay quimica ni flujo, y existe un
gradiente de rigidez en direccion X (marcadores rojos). Tanto la migracion 3D como la
proyeccidon en el plano XY muestran la direccionalidad de la migracion para los diferentes
casos simulados.

Se observa como en el caso en el que solo influyen factores mecdnicos la célula
experimenta un movimiento mucho mas aleatorio que en los casos en que ademads se
consideran estimulos quimicos y de flujo. Para el caso(i) el movimiento transcurre durante
toda la simulacién casi de forma paralela a la direccidon X, siendo las coordenadas de la
posicién del centroide en el ultimo incremento temporal: 291, 151, 42.5 (inicialmente la célula
se sitUa en la posicidon 150,150,60). En el caso(ii) la célula tiene el estimulo mecanico actuando
perpendicularmente al resto de factores, avanzando por tanto también en la direccion del eje
Y. Las coordenadas en la ultima posicién del centroide de la célula son en este caso: 285,
173.5, 82.

Los resultados obtenidos acerca de la longitud recorrida en el tiempo total de la
simulacién (Figura. 27A) muestran un valor similar para ambos casos (197.6um frente a
190.9um de longitud total y 141.6 frente a 136.6 de longitud efectiva respectivamente).La
pequefia diferencia entre los valores de longitud media y efectiva evidencia, que la célula en su
movimiento de migracidn apenas se desvia de la linea que una el punto inicial y final. Es decir,
gue a pesar de presentar cierta aleatoriedad, se trata de un proceso claramente direccionado.
En ambos casos los valores de la longitud efectiva recorrida por la célula adquieren un valor
elevado en comparacion con los resultados obtenidos al considerar Unicamente los estimulos
mecanicos, donde la longitud efectiva es de 33.5um.

En cuanto a los valores que adopta la velocidad, tanto media como efectiva, como se
observa en la Figura. 27B, se sitian en el mismo rango (0.395um/min y 0.28um/min para el
caso(i) y 0.382um/min y 0.27um/min para el caso(ii) respectivamente).
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Figura. 27: Resultados simulacion basada en estimulos mecanicos y quimicos.

En todas las figuras se representan al mismo tiempo los resultados correspondientes a los
casos (i) y (ii) de simulacién, de forma que se puedan comparar los valores obtenidos para uno
y otro caso. A pesar de migrar la célula en diferentes direcciones por los estimulos considerado
en cada uno de los ejes coordenados, la distancia recorrida (A), la velocidad de migracion (B),
el darea de proyeccion (C) y el factor de forma (D) adquieren valores similares. Los valores
correspondientes al factor de forma en los ultimos incrementos de la simulacién son debidos a
que la célula ha alcanzado los limites de la region de gel elegida para llevar a cabo la
simulacion mecdnica y al no ser posible el avance en la direccion X, el crecimiento se produce
en el plano XY.

El area de la célula (Figura. 27C), como ya se comenta anteriormente en el apartado
1.1, aumenta en los primeros incrementos temporales adquiriendo tras ellos un valor medio
practicamente constante y acotado de aproximadamente 13000um? para ambos casos. El
factor de forma de la célula (Figura. 27D) adquiere valores alternos debido al caracter
cambiante de la morfologia celular, comprendidos en su gran mayoria entre 1 y 2. Sin
embargo, para el caso (ii) se observa como al final de la simulacién el factor de forma aumenta
hasta valores superiores. Este resultado se explica por el hecho de que debido a las grandes
velocidades obtenidas, para este momento la célula ha alcanzado los limites del fragmento de
gel considerado para la simulacién mecanica. Al no poder avanzar hacia adelante, la célula se
extiende en el plano XY, aumentando asi su factor de forma. Aunque esto se debe dejar fuera
del andlisis por tratarse de un caso extremo, es interesante observar lo que ocurriria al llegar a
una superficie plana de material infinitamente rigido para caracterizar la respuesta de la célula
ante tal situacién (por ejemplo un pilar del microdispositivo). Al no poder deformar el sustrato,
la célula ejerce una tension alta, sobre todo en los puntos en contacto con la superficie (Figura.
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28). Ademas, al no poder afiadir elementos por la parte delantera, comenzaria a extenderse
lateralmente, hasta alcanzar con el suficiente tiempo una forma de disco adherida a la pared,
lo cual ha sido observado en experimentos.

Cell Stress (kPa)
5355

1.52
1.48
1.44

1.4

Figura. 28: Célula adherida al extremo del dominio.

Debido a las altas velocidades obtenidas en el caso(ii), la célula alcanza el contorno del gel
(cuyos desplazamientos estan restringidos). Al no poder deformar la pared, la célula queda
adherida, ejerciendo altas tensiones y expandiéndose lateralmente.

47



48



4.Discusion

De entre todos los tipos de modelos de migracion celular existentes, no existe hasta la
fecha ningin modelo de simulacion que permita al mismo tiempo ofrecer una perspectiva
general del proceso de migracion (trayectoria, velocidad) y por otro lado obtener informacidn
cuantitativa acerca de aspectos relevantes a nivel celular como el drea de adhesién, el factor
de forma o las tensiones generadas. Por lo tanto, con este modelo se pretende cubrir en cierto
modo esta carencia, plantedndolo de tal manera que pueda ser facilmente manipulado y
perfeccionado en el futuro.

Este modelo simula la migracién celular mediante la aparicidn y desaparicidon de véxels,
que en el transcurso del tiempo van actualizando la forma celular. La aparicidn y desaparicion
de voxels ocurre de acuerdo a unas funciones de probabilidad que asignan a cada elemento un
valor en base a varios estimulos. De los multiples posibles estimulos que condicionan la
migracion celular, Unicamente algunos de ellos han sido incorporados, concretamente de
caracter mecanico, quimico y de flujo.

En primer lugar, siguiendo el orden seguido para llevar a cabo la simulacién, se discuten
los resultados obtenidos de la simulacion del microdispositivo, asi como de la simulacion
fluido-quimica a nivel celular. Mas adelante se discutiran los resultados obtenidos de la
simulacién mecanica y por ultimo los resultantes de la simulacion completa (teniendo en
cuenta todos los factores).

Los resultados obtenidos de la simulacién del microdispositivo en estado estacionario,
muestran el perfil de velocidades y la presidon en todos los puntos. Como se observa el la
Figura. 12, los valores de velocidad obtenidos para la zona de gel se situan en el rango
comprendido entre 1y 1.5um/seg, valores consistentes con los utilizados en ensayos sobre la
influencia del flujo intersticial en la migracién celular [31]. Por otra parte si se observa el valor
de la velocidad se ve considerablemente influida por la geometria del dispositivo,
observandose los valores maximos de velocidad alli donde las secciones de paso son menores
o en las partes, en las que debido a la geometria se producen cambios en las direcciones del
flujo. Referente a la caida de presidn, segln se muestra en los resultados y acorde con las
condiciones de contorno adoptadas (40Pa a la entrada y 0 a la salida), se produce casi en su
totalidad en la regién de gel. Estos resultados, se tomaran como datos de entrada para la
simulacién de migracién completa.

Por otra parte, con los resultados obtenidos de la simulacién fluido-quimica a nivel
celular se valida una de las simplificaciones mas importantes asumidas en el modelo. Como se
observa en la Figura. 16A, la direccion de las lineas de corriente apenas se ven alteradas por la
presencia de la célula aun considerando las dimensiones minusculas del dominio, por lo tanto,
la aproximacién de considerar las lineas de corriente constantes durante toda la simulacién (o
asumir estado estacionario para el flujo) es valida. De igual modo, se valida la simplificacidn
aplicada a las funciones de probabilidad segun la activacion/inhibicion de receptores en
concordancia con [31]. En la Figura. 16B se muestra como el factor autocrino es arrastrado por
la corriente de flujo intersticial, lo cual haria migrar a la célula aguas abajo. También se observa
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como las tensiones en la parte delantera de la célula son mayores (Figura. 17) al estar su
superficie mas expuesta al flujo. Inhibiendo los receptores del factor autocrino, la diferencia de
presiones explicaria la tendencia de las células a migrar contracorriente([2].

El proceso de mechano-sensing ha sido heredado de un modelo previo [1], el cual
determina que la fuerza ejercida por la célula crece con la rigidez hasta alcanzar la saturacion,
lo cual ha sido demostrado experimentalmente [32, 33]. En el apartado 1.1 se ha comprobado
como esto también se cumple en el modelo actual. La Figura. 22 muestra como la tension de la
célula es mayor para mayor rigidez, y como los desplazamientos sufridos por la matriz
disminuyen cuanto mayor es el médulo eldstico. Ademas, de forma consistente a lo obtenido
mediante experimentos [34], la velocidad de migracién celular también aumenta conforme
aumenta la rigidez (Figura. 20) hasta alcanzar un valor constante para valores elevados de la
rigidez (para los cuales la fuerzas ejercida por la célula estan proximas a la saturacion,).

Los resultados obtenidos para la velocidad de migracion celular media y efectiva para
matrices con gradientes de rigidez lineales y exponencial presentan diferencias significativas. Si
se centra el analisis en los primeros 16 incrementos temporales se observa como la velocidad
efectiva para gradiente de rigidez exponencial (0.25um/min) es muy superior a la obtenida
para gradiente de rigidez lineal (0.8um/min en el caso maximo). Esto se explica debido a que la
variacion en los valores de rigidez entre la regién posterior y anterior de la célula es mucho
mayor que en el caso lineal, y por tanto la migracidn tiene un marcado cardacter direccional en
la direccion de este gradiente. Estas diferencias se reducen conforme transcurre el tiempo de
simulacién, ya que en las matrices de gradiente de rigidez lineal, la célula va migrando
progresivamente hacia posiciones mds rigidas y por tanto presentard mayor velocidad de
migracion.

En cualquier caso, tanto los valores de velocidad como de longitud recorrida por las
células al migrar son consistentes tanto con los valores obtenidos en la simulaciones de
validacién del modelo mecdnico como el quimico. Ademds, estos valores se encuentran
dentro de los rangos experimentales (ej.: la velocidad de los fibroblastos oscila alrededor de
0.2-0.7u/min) [11, 35]. Es preciso destacar sin embargo, que existe una gran disparidad de
resultados en funcién del ensayo y del tipo de célula considerado.

En referencia al drea proyectada, los resultados obtenidos por el modelo (Figura. 21 y
Figura. 27), son consistentes con los obtenidos en las simulaciones de validacién (Figura. 37)
pues para todos los casos se obtienen valores dentro del rango. Aunque bien es cierto que este
parametro esta condicionado por la restriccion de tamafio impuesta a la célula, es interesante
ver como el valor medio se mantiene para todas las simulaciones. Sin embargo, los valores
obtenidos son hasta diez veces superiores a los logrados mediante ensayos experimentales
[36]. Esta diferencia es fundamentalmente debida a la diferencia en los métodos de medida
utilizados en los ensayos y en la computacidn. En los ensayos se suele determinar el area de
adhesién determinando el contorno a partir de imagenes 2D y realizando estimaciones. Otras
técnicas estiman el drea de contacto celular a partir de tintes fluorescentes. Estos tintes se
vuelven visibles Unicamente en zonas de la célula activas (ej. Adhesiones focales), por lo que la
medida predice el drea sobre la que la célula ejerce fuerzas. En esta simulacién, sin embargo,
se considera toda el drea de contacto célula-matriz, cuyo valor se calcula como la suma de
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todas las caras libres de los elementos del contorno. Por otro lado, al discretizar el volumen
con voxels, se sobrestima el drea que tendria un volumen suavizado de dimensiones similares.

Comparando los resultados de velocidad media y efectiva obtenidos en la simulacién
exclusivamente mecdnica con los obtenidos en la simulacién completa, se observa como la
diferencia entre las velocidades media y efectiva es mucho mayor en el caso mecanico. Para
los casos con gradiente de rigidez lineal, los valores de velocidad media y efectiva
son ~0.4um/min y 0.05um/min respectivamente, sin embargo, para los casos que incluyen
ademds estimulos quimicos y flujo, la velocidad media es de ~0.37um/min y la
efectiva ~0.26pum/min. Este resultado evidencia que la migracion debida a estimulos fluido-
guimicos presenta un marcado cardacter direccional, mientras que la debida exclusivamente a
estimulos mecdanicos es mas estocastica. Esta aleatoriedad, viene en parte dada por las
pequefias diferencias de rigidez en la ECM (salvo en casos extremos como el exponencial), y
por otro lado por el modo en el que el gradiente de tension es computado. Cuando dos o mas
elementos presentan tensiones altas muy similares (algo habitual en casos normales), el
elemento que determinarad la direccion a seguir se escoge al azar.

Considerando la complejidad del proceso, a la hora de desarrollar el modelo ha sido
necesario asumir ciertas simplificaciones. Por ejemplo, para resolver el problema mecanico
que da como resultado la tensién en cada elemento de la célula se considera que la matriz de
“Colageno |” tiene un comportamiento elastico lineal, cuando en realidad se trata de un
material visco-elastico. Aunque se considera que esta aproximacién es suficientemente valida,
seria interesante incorporar este comportamiento si se buscasen unos resultados detallados y
mas realistas de la interaccidn célula-matriz.

Por otra parte, siguiendo con los estimulos mecanicos, solo se consideran las fuerzas
generadas por el comportamiento activo de la célula, dejdndose a un lado por ejemplo la
fuerza de arrastre, de vital importancia cuando se considera el comportamiento viscoso del
material que constituye la ECM. En este modelo, la velocidad de migracién siempre aumenta
con la rigidez (mayor rigidez implica mayor tensién y por lo tanto mayores probabilidades de
aparicion/desaparicion). Sin embargo, para valores muy altos de rigidez la velocidad de
migracion experimenta en realidad una reduccidn al aumentar arrastrela resistencia viscosa al
avance sobre la superficie celular [1]. Aunque por simplicidad esto no se ha tenido en cuenta,
seria facilmente incorporable al modelo. Bastaria con afiadir un pardmetro con peso negativo y
proporcional a la rigidez a las funciones de probabilidad, de manera que su efecto fuese bajo
para sustratos blandos y alto para sustratos rigidos, consiguiendo asi un éptimo de velocidad a
rigideces intermedias[1, 37].

En cuanto a los estimulos fluido-quimicos, en este modelo se incluyen en las funciones
de probabilidad de una forma sencilla debido al alto coste computacional que supondria el
realizar los cdlculos en cada incremento temporal. Como se explica anteriormente, las células
en presencia de flujo intersticial pueden segregar un factor quimico autocrino que es
arrastrado por el flujo y en ultima instancia provoca que la célula migre en la direccion de la
corriente. Sin embargo, si se bloquean ciertos receptores, las células dejan de verse afectadas
por este factor quimico, migrando en direccién contraria. Segun se recoge en [2, 31], la presion
ejercida por el flujo sobre la célula es la causante de este comportamiento: en ausencia de
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estimulos quimicos, la célula migra en direccién al gradiente de presién que siente sobre su
cuerpo, es decir, contra la direccion del flujo que es el causante de esta presién. Con el fin de
observar los efectos del flujo intersticial, tanto en la presion ejercida sobre la célula como
sobre el arrastre del factor autocrino, se ha realizado un estudio en detalle de la interaccién
fluido-célula. Los resultados de tal simulacidn confirman como la parte de la célula que sufre
las mayores tensiones por efecto del fluido es la mas expuesta al flujo. Los resultados
obtenidos en la validacién del modelo fluido-quimico (Anexo Il) muestran que, los estimulos
fluido-quimicos, pese a ser implementados de una forma sencilla, presentan tendencias
similares a las obtenidas en [2].

Por otra parte, la implementacién de la migracion celular bajo la influencia de un flujo
intersticial tiene Unicamente en cuenta la direccién de dicho flujo, pero no la magnitud de la
velocidad. Esto es importante para determinar el arrastre del factor autocrino, y su efecto ha
sido estudiado experimentalmente, Ademas, las lineas de corriente se consideran constantes
durante todo el transcurso de la simulacion (estado estacionario) sin considerarse la influencia
que pudiera tener la forma celular. Aunque en cierto modo realizar una simulacién fluido-
guimica en cada incremento temporal arrojaria resultados mucho mas precisos, como se ha
expresado anteriormente su coste computacional seria demasiado elevado y por tanto se
prefiere simplificar el modelo.

La degradacién del gel por parte de la célula se ha implementado mediante la reduccion
del médulo elastico del material que constituye la matriz. Los resultados obtenidos no
muestran variacion aparente con respecto a los casos en los que la degradacion no estd
activada. Los estudios muestran sin embargo, que para ciertos tipos de matrices, el proceso de
degradacion es de vital importancia en el proceso de migracién [6], dejando las células a su
paso un canal en la matriz, por el que otras células migran con mayor facilidad. Para nuestro
caso, al estudiarse la migracién de una célula, este fendmeno no tiene demasiado valor. A
pesar de ello, se trata de un fendmeno altamente complejo que todavia se esta dilucidando en
la actualidad, por lo que merece la pena tenerlo en cuenta para versiones futuras. Para ello
seria necesario incorporar un modelo completo dedicado al proceso de degradacion.

El modelo desarrollado presenta la complejidad de que la velocidad, distancia y sentido
de la migracién no se determinan por medio de la resolucidn numérica de una serie de
ecuaciones, sino que estd basado en funciones de probabilidad que determinan la
aparicién/desaparicion de voxels. A pesar de que esto permite la activacion/desactivacion o
incluso la incorporacién de nuevos factores de manera sencilla, también conlleva un complejo
proceso de ajuste. Por lo tanto, al existir esta dependencia del azar, son necesarias numerosas
pruebas hasta poder concluir que los resultados son consistentes.
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Como se ha venido haciendo hincapié a lo largo de toda la memoria, la migracién celular
es un proceso complejo en el que influyen numerosos factores de diferente naturaleza
(estimulos mecanicos, quimicos, de flujo, topograficos etc.) y su comprensidon es de vital
importancia para el avance en ingenieria tisular y en el tratamiento de numerosas
enfermedades.

En este trabajo, se ha desarrollado un modelo computacional 3D basado en
probabilidades capaz de simular la migracion de una célula en funcién de factores mecanicos,
quimicos y de flujo, creando asi una herramienta que permite analizar de una vez multitud de
caracteristicas como la interaccion célula-matriz (tension y deformacién generada,
degradacion), la velocidad de migracién, el camino recorrido, la forma adquirida por la célula
etc. cuyo estudio seria de otra forma muy costoso, o requeriria de un gran ndmero de
experimentos. Para su desarrollo se ha utilizado software diverso y se ha requerido el uso de
un cluster de computacion.

Al estar el modelo basado en probabilidades, y por tanto depender hasta cierto punto
del azar, presenta una fuerte dependencia de los parametros utilizados. Este, aparentemente,
handicap es sin embargo una de las mayores virtudes del mismo. Y es que, sin establecer
directamente una ley de comportamiento, el modelo es capaz de capturar el comportamiento
emergente a nivel macro de una célula migrando en un ambiente 3D. En este punto reside el
verdadero potencial de esta aproximacion, y en su mejora debe centrarse el desarrollo futuro.

Con este trabajo se ha completado la primera version de un modelo cuyo potencial se
extendera en lineas de trabajo futuras como:

- Introduccién de nuevos factores influyentes en la migracion (ej. estimulos eléctricos o
presidén): nuevos avances y experimentos son realizados dia a dia, por lo que si con el
modelo se pretende ofrecer una plataforma de ayuda, debe estar en permanente
actualizacién.

- Modelado en detalle de factores simplificados (ej. degradacién ECM o quimica de la
célula): las simplificaciones consideradas en la primera versidn del modelo, deben
revisarse en funcién de la orientacién que se le dé en un futuro.

- Mejora del modelo de mechano-sensing introduciendo una dependencia temporal
en funcion de la activacion de los motores moleculares: esta linea de trabajo,
actualmente ya en funcionamiento, pretende mejorar el modelo teérico de mechano-
sensing, introduciendo un nuevo componente al esquema celular que simule la
activacion paulatina de los motores moleculares (encargados de realizar la
contraccion). Con ello, el modelo sera capaz de estudiar por ejemplo, la evolucién
temporal de la tension antes de que la célula migre de su posicion.

- Simulado especifico de adhesiones focales en ciertos puntos del contorno celular: la
formacién de adhesiones focales es un tema crucial para comprender la fuerza
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generada por las células. Debido a su fuerte componente bioquimico, se trata de un
problema de gran complejidad, por lo que el seguimiento de esta linea conllevaria una
orientacién del modelo muy focalizada a este fendmeno.

Incorporacion de mas células a la simulacién: aunque la simulacion de células
individuales es de gran interés y sirve para el estudio de factores de manera aislada, la
incorporaciéon de poblaciones es un paso necesario y obligatorio si se pretende
introducir el modelo en el campo de regeneracién de tejidos. Ademas de los cambios
pertinentes en la programacion, seria necesario el desarrollo y la incorporacion a los
presentes cddigos de un modelo de interaccion célula-célula.
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