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RESUMEN: MODELADO BASADO EN AGENTES Y SIMULACION DE
LA EVOLUCION DEL GLIOBLASTOMA, FORMACION DE UNA
PSEUDOEMPALIZADA.

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral mas maligno y agresivo que existe,
ademds de ser el mas prevalente de este tipo de tumores. De ahi el interés de su estudio, tanto
in vivo como in vitro. El presente trabajo fin de grado tiene como objetivo principal analizar el
potencial de los modelos de comportamiento celular basados en agentes en la simulacién de los
procesos celulares que aparecen en modelos in vitro de glioblastoma. Se estudia especialmente
la formacidn de una pseudoempalizada en situaciones con importantes gradientes de oxigeno y
zonas hipodxicas.

Este trabajo se aprovecha de los modelos experimentales previamente desarrollados y
publicados en el grupo TME LAB, donde se recrean en dispositivos microfluidicos, distintos
procesos bien conocidos, que aparecen en distintas fases del desarrollo del glioblastoma. En
particular, la formacion de pseudoempalizadas. Son estas agrupaciones de células tumorales
con alta densidad, que se producen alrededor de vasos sanguineos, consecuencia de procesos
de migracién celular desde zonas hipdxicas y subsiguiente alta proliferacion, que pueden dar
lugar a la oclusién de tal vaso y con ello la aparicién de otra zona hipdxica que realimenta y
acelera la invasion tumoral.

Aqui pretendemos desarrollar modelos matematicos capaces de simular estas situaciones con
precision razonable, y a partir de hipédtesis bioldgicas consistentes. Ello permitiria estudiar de
una forma rapida y barata, fendmenos altamente complejos, analizar cada uno de los efectos
involucrados, tanto en forma individual o combinada, y, finalmente, responder a preguntas de
tipo “whatif”, algunas de las cuales pueden ser imposibles de reproducir en un ensayo real.

El trabajo se compone de una pequeiia introduccion tedrica, en la que se realiza una breve
introduccién sobre la biologia del GBM, una leve explicacién sobre los distintos tipos de modelos
matematicos utilizados en las investigaciones sobre el GBM y sobre el modelado basado en
agentes, que es el que se utiliza en este trabajo.

El segundo apartado estd compuesto por las distintas simulaciones que se han realizado. Se
explican las caracteristicas de cada una: numero de agentes, condiciones de contorno, etc. Dicha
explicacion se acompafa con distintas imagenes de cada simulacién para mostrar el
comportamiento que han tenido las células.

A continuacioén, en el tercer apartado, se analizan los resultados obtenidos en cada simulacion,
se explica si son coherentes o no y los motivos que dan lugar los fendmenos observados.

Se realizan distintas simulaciones, estudiando casos aislados de: migracién, proliferacion y
migracion y proliferacién combinadas para demostrar paso a paso y de forma individualizada los
distintos fendmenos que dan lugar a la formacion de la pseudoempalizada.

Para terminar con las simulaciones, se analiza la de la formacién de una pseudoempalizada. Se
discuten las similitudes y discrepancias entre el proceso de formaciéon de la pseudoempalizada
simulado y el real. Se discute en general la coherencia de la simulacidon, el parecido de la
pseudoempalizada simulada con modelo basado en agentes y la desarrollada en laboratorio o
simulaciones con modelo continuo.
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1 —INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

1.1 - MARCO BIOLOGICO

1.1.1 — INTRODUCCION AL GLIOBLASTOMA MULTIFORME (GBM)
El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral mas maligno y agresivo que existe,
ademds de ser el mas prevalente de este tipo de tumores. (1)

Una de sus caracteristicas es que las células cancerigenas del GBM se entremezclan en el tejido
cerebral sano con mucha facilidad, dificultando asi su detecciéon temprana puesto que el
paciente no muestra ningln sintoma hasta que ya esta demasiado extendido. Esta es una de las
razones de la pobre esperanza de vida que presentan los pacientes.(1)

Otra caracteristica es su plasticidad fenotipica, es decir, la capacidad de las células tumorales de
cambiar de un fenotipo a otro dependiendo de las condiciones microambientales en las que se
encuentre. (1)

Como estos tumores se suelen detectar tarde en un estado muy avanzado, es un desafio
comprender los motivos biolégicos que hay detras de la expansién del GBM y cuales son los
factores que mas afectan e incentivan su desarrollo. (1)

Figura 2. Imagen del GBM en el cerebro de un paciente. (3)
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1.1.2 — BIOLOGIA DE LA INVASION DEL GLIOMA

Se ha dicho en el apartado anterior que el GBM se suele detectar demasiado tarde, en un estado
muy avanzado, porque las células cancerigenas se infiltran con gran facilidad entre el tejido
cerebral sano del paciente. (1)

La infiltracion en el parénquima cerebral es una caracteristica importante del GBM ya que hace
practicamente imposible la extracciéon quirdrgica del tumor. El tumor invade de una manera
extensa las células sanas a lo largo del tejido cerebral, con tendencia a infiltrarse en la materia
blanca y en la periferia de los vasos sanguineos. (1)

1.1.2.1— TRANSICION Y MIGRACION DE CELULAS MADRE
Las células del GBM tienen la habilidad para adquirir el fenotipo de una célula madre y migrar a
través de la matriz extracelular (ECM). (1)

La migracién es el movimiento de células de un lugar a otro. Normalmente es en respuesta a
estimulos externos tales como gradientes quimicos o fuerzas mecanicas. (1)

La invasion de células por parte del glioma se compone de 4 pasos:

e Separacidn de células invasoras de la masa tumoral
e Adhesion a la matriz extracelular

e Degradacion de la matriz extracelular

e Migracion de células activas

Figura 3. Esquematizacion del proceso de invasion de una célula del glioma al tejido cerebral del huésped. (1)

Los mecanismos moleculares que ocurren durante la invasién del glioma son complejos y no se
sabe con certeza cuales son los factores que influyen en el desarrollo de la migracién ni en qué
grado afecta cada factor. (1,4)

1.1.3.2 = MIGRACION, PROLIFERACION Y PROBLEMAS PARA ATACAR AL GBM
Cuando se diagnostica el GBM, suele ser demasiado tarde, las células tumorales ya han migrado
y estdn diseminados por todo el tejido cerebral. (1)

Las células del GBM se comportan segun la hipdtesis “go-or-grow”. Dicha hipétesis afirma que
las células del GBM son capaces de cambiar su fenotipo segun las condiciones microambientales
en las que se encuentren. (1). Asi, por ejemplo, y segun esta hipédtesis, dependiendo del nivel
local de oxigeno, las células dedican su energia metabdlica a proliferar (altos niveles de oxigeno)
o a migrar (bajos niveles), siendo, por tanto, dificil encontrar células migrando y proliferando
simultaneamente.

Cuando las células cancerigenas se encuentran en una regién con abundancia de oxigeno, como
pueden ser los alrededores de un vaso sanguineo, comienzan a proliferar. Proliferan hasta que

11
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el nimero de células es tan alto que se producen problemas de abastecimiento de nutrientes y
de oxigeno. (1,5)

El centro de la region tumoral, al tener escasez de oxigeno, es la zona hipdxica. (1,5). Las células
en esta zona intentan “escapar” de esta situacidn, migrando a zonas mas ricas en oxigeno, y si
ello no es posible (por ejemplo, las células de la zona mas interior que se encuentran atrapadas)
mueren formando lo que se denomina un nucleo necrético.

Por el contrario, las células de la periferia de la regién tumoral, al no disponer de oxigeno,
cambian su fenotipo de proliferacidon a migracidn, y migran hacia otro vaso sanguineo o hacia
otra zona del cerebro rica en oxigeno y nutrientes, para intentar sobrevivir y continuar
proliferando. (1,5)

Este comportamiento invasivo provoca que las células del GBM estén expandidas por todo el
cerebro cuando se consigue diagnosticar el tumor. Dicho fenédmeno, denominado como
diseminacién escondida, es una de las razones mas importantes para explicar por qué el GBM
es tan maligno y por qué un tratamiento efectivo es muy dificil de conseguir.(1)

Atacar el tumor desde un punto de vista quirdrgico es complicado, ya que el tumor se sitla en
el cerebro y no estd concentrado en un Unico lugar, si no que estd diseminado por buena parte
del tejido cerebral. (1,6)

Por otro lado, atacar el tumor mediante otras practicas habituales como pueden ser la
quimioterapia o la radioterapia también genera problemas, porque si el tumor estd poco
extendido, la barrera hematoencefélica del cerebro se encuentra todavia sana y hace de
“barrera” o “escudo” contra la quimioterapia, y, sin embargo, cuando la barrera
hematoencefalica ya no estd en buen estado, es demasiado tarde para que un tratamiento
tradicional pueda resultar efectivo. (1,6,7). Asi, el tratamiento habitual es una cirugia de
reseccion, tratando de eliminar la mayor parte del tumor, seguida de radioterapia para intentar
eliminar el mayor nimero de células restantes. También se utilizan farmacos antiproliferativos
como la temozolomida, que tratan de ralentizar la extension del tumor. Todo ello, sin embargo,
se ha mostrado insuficiente para contrarrestar la alta invasividad y malignidad del GBM, lo que
hace que la esperanza de vida de los pacientes diagnosticados, tras la terapia estandar, no
supere los 2 afios.

%

Figura 4. Resistencia del glioblastoma a la radioterapia. (8)

En consecuencia, es necesaria una investigacién mds profunda para comprender los factores
que regulan y dirigen la migraciéon y la proliferacién de las células del GBM. (1,6)
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Si se consiguieran conocer dichos factores y de qué manera afecta cada factor al desarrollo del
GBM, se obtendrian nuevas dianas a los que apuntar en la lucha contra este cancer. (1,6)

Cold tumor Hot tumor

Immune Eradicated
excluded

175 days

Figura 5. Encapsulacion y eliminacion del tumor por células del sistema inmunitario. (8)

1.1.3 — PSEUDOEMPALIZADA

Las pseudoempalizadas son agrupaciones de células tumorales de alta densidad que rodean la
zona necrética del tumor. Normalmente estdn ligadas con una hiperplasia microvascular. La
hiperplasia microvascular es una exuberante forma de angiogénesis que sale a la luz en
respuesta a la secrecion de factores quimicos proangiogénicos producidos por la
pseudoempalizada. (5,9)

El grado de necrosis es inversamente proporcional a la esperanza de vida del paciente. A pesar
de que tal necrosis siempre ha sido reconocida como un marcador del comportamiento de los
gliomas, no explica por si solo la rapida expansién de estos. De hecho, la muerte de las células
tumorales es la meta de todos los tratamientos contra el cancer. (5)

En los alrededores del GBM se encuentran cantidades de compuestos quimicos en un orden de
200 a 300 veces mayor de lo que seria habitual, estos altos niveles son resultado de factores
inducidos por hipoxia. La recepcién de estas sustancias quimicas conlleva angiogénesis en
regiones adyacentes a la pseudoempalizada, de hecho, conduce a una densidad vascular en el
glioblastoma que es la mas elevada de todos los neoplasmas humanos. (10)

Puesto que la necrosis y la hipoxia estan localizadas en el nudcleo y cerca del anillo de realce de
contraste del GBM, la angiogénesis inducida por hipoxia tiene lugar mas lejos del GBM,
favoreciendo el crecimiento neopldsico hacia afuera y una rapida extension del tumor. La
naturaleza permisiva de la matriz parenquimal del sistema nervioso central ante la infiltracion
difusa de células individuales de glioma facilita también este estallido de expansién por la
periferia. (5)

Como conclusién, que se den nucleos necréticos en pseudoempalizadas, junto con hiperplasia
microvascular son dos de los indicadores mas claros de un prondstico pobre para gliomas, es
decir, una corta esperanza de vida para el paciente. La presencia de estas estructuras es un
marcador con gran certeza de un tumor grave. (5)
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Figura 6. Pseudoempalizada. (11)

La pseudoempalizada, como se ha indicado, estd formada por una ola de células tumorales que
migran moviéndose desde el area central de hipoxia. Las células que forman Ila
pseudoempalizada son menos proliferativas que las que estan en el resto del astrocitoma. (5)

Los mecanismos que se encuentran detras de esta migracion celular inducida por hipoxia no se
saben con total certeza, pero una de las hipdtesis mds respaldadas es que, cuando los vasos
sanguineos dentro del neoplasma se ocluyen o colapsan, resulta en hipoxia tumoral perivascular
y comienza la migracion. Una evidencia de esto es que las pseudoempalizadas suelen tener una
forma alargada, estrecha y serpenteante cuando se ven desde un corte longitudinal. (5,12)

El argumento principal en contra de esta hipotesis es que no siempre se encuentra un vaso
sanguineo en el interior. De todos modos, la identificacidn de tales estructuras vasculares resulta
practicamente imposible debido a la extensa necrosis cercana a las pseudoempalizadas. Se
encuentran vasos sanguineos colapsados en alrededor del 50% de casos estudiados, y evidencias
de trombosis en el 90%. (5,12,13)

1 Blood vessel

Vaso-occlusion

Figura 7. Proceso de formacion de pseudoempalizada. (5)

14



%1 Universidad
Al Zaragoza

La pseudoempalizada y la hiperplasia microvascular asociada, que estdn asociados con el
crecimiento acelerado de los GBM, sigue esta secuencia hasta su formacién:

1 — Oclusidn vascular, normalmente asociada con trombosis intravascular.
2 — Hipoxia en regiones alrededor de la patologia vascular.

3 —Migracion de las células del glioma hacia afuera lejos de |a hipoxia creando una ola periférica
en movimiento (pseudoempalizada).

4 — Muerte de las células que no han migrado, provocando un ntcleo necrético en el centro.

5 - Secrecion de factores proangiogénicos solubles por las células hipdxicas de la
pseudoempalizada.

6 — Una exuberante respuesta angiogénica creando proliferacion microvascular en regiones
periféricas a la hipoxia central.

7 — La expansion de las células tumorales se enfoca hacia otra vasculatura y se reinicia el ciclo.

v £ y 2
; ; vt)w k)
ok igi:'-;?x-m.g&ﬁf:
LW Y
Figura 8. Vaso sanguineo colapsado y avance de pseudoempalizada. (5)

1.1.4 — MODELOS IN VITRO DE GENERACION DE PSEUDOEMPALIZADAS

En las lineas siguientes se esboza de forma breve, los experimentos realizados en el grupo TME
Lab para la recreacién de pseudoempalizadas. Una explicacion mds detallada puede encontrarse
en distintos articulos del grupo, singularmente en (14).

Para la realizacion de los experimentos de laboratorio, se cultivaron células de la linea comercial
U251 provenientes de glioblastoma en un chip microfluidico de COP (cyclic olefine copolymer),
que es impermeable a gases y permite, por tanto, crear condiciones de hipoxia. El chip, fabricado
por la empresa BeonChip SL y especialmente disefiado para la creacion de gradientes, se
denomina BE-Gradient. Consta de una cdmara central, de dimensiones 916x2000x250 um, y dos
microcanales laterales. Imitando vasos sanguineos.

En los microcanales laterales se inyecta PBS oxigenado para asegurar la viabilidad celular, que
se refresca cada 24 horas. Para producir el nicleo necrético, se sembrd con una muy alta
densidad celular de 40M células/ml, lo que asegura que, los nutrientes, y, sobre todo el oxigeno
no sea capaz de alcanzar el centro de la cdmara central debido al alto consumo de oxigeno y
nutrientes que se daba en las proximidades de los microcanales, provocando asi la muerte de
las células centrales y generando el nucleo necrético. Para provocar la formacion de la
pseudoempalizada, la cdmara se sembrd con un nimero diez veces menor de células y se
procede a bloquear uno de los canales, manteniendo abierto el restante. Ello da lugar a un
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gradiente de oxigeno con una regidn hipdxica proxima al canal bloqueado y otra bien oxigenada
cercana al otro canal, lo que obliga a las células en la zona hipdxica a migrar en la direccion del
gradiente de oxigeno, de forma que, una vez alcanzada por las células, y con el disefio del chip
gue impide que tales células escapen por el canal abierto, hace que estas comiencen a proliferar
y sobre todo a aumentar considerablemente la densidad celular en esa zona por la migracién y
la proliferacion. (14) (véase la figura siguiente).
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Figura 9. Movimiento de las células segun cuantos canales abiertos tienen. (14)

1.1.5 — MODELOS CONTINUOS PARA LA SIMULACION DEL PROCESO DE GENERACION DE
PSEUDOEMPALIZADAS

La formacion de la pseudoempalizada también se ha estudiado en el grupo TME Lab mediante
simulaciones utilizando modelos continuos (formulados con ecuaciones diferenciales en
derivadas parciales de variables continuas como la concentracidn de oxigeno o de células).

De hecho, en el estudio con el que se compara este trabajo, se traté el problema como
unidimensional, considerando que la variacion en las distintas variables a lo largo de la direccion
de los canales era despreciable frente a la variacion en la direccién del gradiente, al menos en
las partes centrales del microchip. En esta simulacion, cuyos detalles pueden encontrarse en
(14), se consideraron dos tipos celulares (vivas y muertas) que interactian con el oxigeno, que
actua como agente regulador del proceso. Esto no quiere decir que todas las células proliferen
o migren por igual, puesto que estos procesos dependen en las condiciones particulares del
entorno que las rodea, pero todas las células responderan del mismo modo cuando se vean
sometidas a las mismas condiciones de entorno. El hecho de asumir un solo fenotipo para todas
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las células vivas conlleva menos parametros y una mas facil interpretacién de los resultados, con
una calibracidon mas facil y menos incertidumbre. (14)
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1.2 — MODELOS MATEMATICOS Y SOFTWARE UTILIZADO

1.2.1 -TIPOS DE MODELOS

Los modelos matematicos operan a distintas escalas y se basan en datos experimentales
existentes. Estos modelos se utilizan para llevar a cabo simulaciones con el fin de sugerir
hipdtesis nuevas mas avanzadas para los estudios experimentales y apuntar a nuevas lineas de
investigacion que faciliten una mejor comprensién del GBM y aporten un nuevo objetivo al que
apuntar y atacar en la lucha contra el cancer. (14) Uno de los problemas que conciernen a los
investigadores es el descubrimiento de bioindicadores para una deteccién temprana del GBM.

(1)

Segun el nivel de dificultad y a la cantidad de tiempo que conlleva llevar a cabo experimentos
de laboratorio in vivo/in vitro, la comunidad cientifica ha desarrollado una variedad de
simulaciones basadas en diferentes modelos matematicos para analizar potenciales factores
que afecten de distintas maneras a la expansion del GBM y en qué grado afecta cada uno de
ellos. (1). Existen distintos tipos de modelos matematicos utilizados en el campo de la
investigacion en Biologia: modelos discretos, continuos, de agentes, etc.

Algunos de los modelos mas empleados en el estudio del glioma se centran en estudiar:

e La migracién celular invasiva: Se estudia la adhesién entre células y la migracion bajo
condiciones hipdxicas y normdxicas, ademas, algunos modelos analizan la migracién
haptotacica y quimiotactica mientras permiten el cdlculo de la velocidad del frente
invasivo. Se intenta indicar la relacién que puede tener la hipoxia con la invasidn celular.

(1)

e La plasticidad fenotipica: Hasta ahora la mayoria de modelos matematicos se han
centrado en la hipdtesis de plasticidad go-or-grow. Es un desafio apuntar a otros tipos

de plasticidad fenotipica y analizar implicaciones para la invasion en modelos
matematicos en el futuro. (14)

e La morfologia infiltrativa: Estd documentado que las caracteristicas morfoldgicas estan
relacionadas con el cardcter de invasién y agresividad del glioma. Los modelos
matematicos a menudo utilizan datos de experimentos con esferoides multicelulares.
Con modelos matematicos se ha mostrado por qué pseudoempalizadas alrededor de
regiones de cancer con necrosis y con hipoxia permiten predecir el comportamiento
invasivo. (8,14)

e La progresién maligna: Los resultados de estos experimentos indican la importancia del
papel del microambiente, por ejemplo, un entorno de hipoxia, cémo afecta a la
progresion maligna. Otro ejemplo indica cdmo la progresién puede ser resultado
solamente del incremento de la ratio de proliferacidon celular. Hasta ahora, estos
modelos no han considerado mutaciones genéticas. (1)

De todos modos, muchos otros aspectos relacionados con la invasién del glioma todavia no han
sido descubiertos, por lo que el campo de la investigacion sigue siendo muy importante, al igual
gue en todas las ramas de la oncologia, para seguir avanzando en el desarrollo de la medicina
personalizada para cada paciente. (1,8)
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1.2.2 — MODELADO BASADO EN AGENTES
El modelado basado en agentes (MBA) es un marco que estudia cdmo la conducta de cada
individuo condiciona la evoluciéon de un sistema. Consta de un entorno, unos agentes que
habitan el entorno y unas condiciones de comportamiento del agente en relacidon a otros
agentes y a su interaccion con el entorno. (15)
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Figura 10. Clasificacion esquemdtica de los tipos de modelos de agentes. (8)

Un agente es la unidad mas pequena, indivisible, del estudio, por ejemplo, si el estudio se hace
sobre una poblacidon de personas, el agente es una persona; si el estudio se hace sobre un
conjunto de células, como este caso, cada célula es un agente.

Al utilizar el modelado basado en agentes se obtiene informacién mas detallada sobre lo que le
ocurre a cada célula que si se utilizara modelado continuo. En este ultimo se trabaja con
concentraciones celulares, por lo que el comportamiento es el promediado de una subpoblacién
de tamafio suficiente dentro de un elemento de volumen representativo, tipico de la escala del
modelo contemplado. Por el contrario, con los MBA se obtienen resultados sobre lo que le
ocurre a cada agente, y se tiene en cuenta leyes de comportamientos individuales, permitiendo
un control mas fino, y, sobre todo, modelos basados en mecanismos bioldgicos celulares mas
precisos. (15)

Cada agente responde de manera individual a las interacciones con el entorno y con el resto de
agentes, estableciendo asi una secuencia de acciones en el tiempo. Cuando cada agente toma
una “decisién”, lleva a cabo una accidn y el entorno cambia. Estas modificaciones continuas se
van sucediendo hasta que se alcanza un estado de equilibrio en el cual se genera un patrén de
comportamiento que ya no varia. Los agentes pueden adaptarse, aprender y cambiar sus
acciones con el tiempo. (15)

En modelos continuos ya se han conseguido simulaciones con un alto grado de fidelidad en
relacidén a experimentos realizados in vivo/in vitro, por lo que son aptas para complementar a
estos ensayos de laboratorio, al ser mucho mas rapidas, flexibles y baratas. En este trabajo se
intenta lograr el mismo resultado alcanzado ya con modelos continuos, pero utilizando
modelado basado en agentes. (11,14,15)
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1.2.3 —PHYSICELL

Muchos problemas de sistemas multicelulares solo se pueden entender estudiando como las
células se mueven, crecen, se dividen, interactian y mueren. Las dinamicas a nivel tisular
emergen de sistemas con varias células interactuando, respondiendo y siendo influenciadas por
el microambiente en el que estan. El laboratorio virtual ideal para tales sistemas multicelulares
simula ambos agentes necesarios: el ambiente bioquimico (el escenario) y varias interacciones
celulares, interacciones mecdnicas y bioquimicas (los jugadores en el escenario). (16)

PhysiCell es una libreria para la simulacidn basada en agentes. Es de cédigo abierto. Proporciona
ambos escenario y agentes para estudiar las varias interacciones celulares en el microambiente
del tejido dindmico. (16)

PhysiCell incluye submodelos basados en mecanismos bioldgicos celulares bien conocidos,
apoptosis, necrosis, proliferacién, migracién, diferenciacién, cambios de volumen sélido y fluido,
mecdnicas y movilidad. (16)

Simulaciones del orden de 10°-10° células son ficilmente alcanzables con ordenadores de
sobremesa de gama media accesibles a nivel usuario. Simulaciones con mas componentes son
posibles en ordenadores mas potentes. (16)

PhysiCell trabaja con distintas escalas de tiempo. Cada vez que transcurre uno de esos tiempos
caracteristicos, se recalcula qué les ocurre a las células, que acciones han sufrido, cuales han
sido sus reacciones, como esta el grupo en conjunto como consecuencia de las reacciones de los
individuos, etc. (16)

También es posible incorporar la evoluciéon de biotransporte difusivo, y la mecanica de las
células, es decir, sobre el fenotipo de las células.(16)

Como se ha indicado, PhysiCell trabaja con distintas escalas temporales desacopladas
(interaccidn temporal débil).

Ello es debido a que el biotransporte difusivo ocurre a escalas de tiempo relativamente rapidas
si se compara con la mecdnica de las células y mucho mas rapido, si se compara con los procesos
celulares, que son quasi-estaticos en relacion a dicho transporte. (16)

La configuracidn de las simulaciones se define en un fichero XML con el siguiente enlace:

Carpeta en la que se tiene instalado PhysiCell > Carpeta bajo el nombre de PhysiCell >
sample_projects > template > config > PhysiCell_settings.xml

En dicho archivo XML se pueden modificar todos los parametros necesarios para llevar a cabo
las distintas simulaciones. Los valores asignados a los tiempos caracteristicos anteriormente
comentados se han establecido en PhysiCell basdndose en distintas hipétesis y resultados
experimentales. Son los valores éptimos para conseguir simulaciones con resultados coherentes
y conviene que el usuario no los modifique. Los parametros que si se pueden y deben editar son:
dominio de la simulacién (tamafio del chip), periodo de tiempo real a simular, condiciones
iniciales, condiciones de contorno, el consumo de oxigeno por célula y el nimero de células.
Ademas, puede indicarse si las células tienen libertad para moverse (migrar) o no, también si,
en caso de que se puedan mover, deben moverse segun el oxigeno o no y, en caso de moverse
segun el oxigeno, puede asignarseles si deben moverse huyendo del oxigeno o moviéndose
hacia él.

Para mayor detalle sobre el codigo del archivo XML se puede consultar el anexo |.
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1.2.4-QT

QT es una aplicacién de desarrollo de software multiplataforma. QT no es un cédigo de
programacion como tal, es un espacio de trabajo que acepta distintos lenguajes. En este caso se
ha trabajado en C++. Se utiliza para compilar el cédigo y ejecutar el programa. (17)

QT es el programa en el que se cambian las condiciones de operacidn del software, como por
ejemplo, cada cuanto debe incrementarse el tiempo, cada cuanto hacer una captura de pantalla
de cdmo va la simulacion, etc. Es donde se debe escribir la ruta a seguir para guardar el resultado
de la simulacion, etc.

Es el espacio de trabajo que permite trabajar con PhysiCell y poder implementar la tremenda
galeria de recursos y de datos fisicos con los que cuenta.

Como utilizar Qt para realizar las simulaciones:

Antes de comenzar con la explicacion es importante recalcar que, cada vez que se corre el cddigo
para realizar una simulacion distinta hay que tener cuidado de cambiar el nombre de dénde se
van a guardar los resultados, porque si no estarias continuamente sobrescribiendo los
resultados.

Para ejecutar el codigo de PhysiCell desde Qt se detallan a continuacion los pasos a seguir:

Abrir Qt > File > Open Project > Carpeta donde esta guardado PhysiCell en el PC del usuario >
Carpeta PhysiCell > PhysiCell.pro

El cddigo estd escrito en C++. Al abrir el archivo PhysiCell.pro se abre la pestaiia Edit de Qt, ahi
a la izquierda de la pantalla aparece una carpeta llamada PhysiCell, se despliega y aparece un
archivo y 2 carpetas:

- PhysiCell.pro
- Headers
- Sources

Se despliega la carpeta Sources y aparecen una carpeta y un archivo llamado main.cpp. Dicho
archivo es en el que hay que indicar el nombre de la simulacion a realizar, si no, se sobrescribirian
los datos cada vez que se realizara una simulacidn distinta. El archivo que hay que editar para
realizar distintas simulaciones es el archivo custom.cpp.

Vv ¢ PhysiCell
@ PhysiCell.pro
v n Headers

BioFVM
core
modules

Vi sample_projects\pred,
n customh

i,
Debug

Vv . Sources
BioFVM

/’ core

Erojacts modules

0 ~ sample_projects\temp

Help custoTTTTOtUe:

<= main.cpp

Figura 11. Captura de pantalla de Qt indicando con un rectdngulo rojo cual es el archivo a editar.
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1.2.5- MATLAB

Matlab es una plataforma de programacion y calculo numérico utilizada por millones de
ingenieros y cientificos para analizar datos, desarrollar algoritmos y crear modelos. (18)

En este trabajo se ha utilizado Matlab para representar en gréficas la concentracién de células
frente a la longitud del chip en distintos momentos de la formacién de la pseudoempalizada vy,
también, la concentracidn celular en la pseudoempalizada una vez acabada la simulacidon
diferenciando entre células vivas y muertas.

Se ha hecho con el fin de comparar los resultados obtenidos de la simulacién utilizando
modelado basado en agentes con los resultados de otros experimentos realizados con modelos
continuos o experimentos in vitro o in vivo en el laboratorio. (14,19,20)

Se puede consultar el cédigo aqui implementado en, el anexo |I.
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1.3 — ECUACIONES E HIPOTESIS CONSIDERADAS
1.3.1 — ECUACION DE DIFUSION

ap _ 2 : 4 * : :
57 =DoVip—Xop+3 d(x—x) [I,Slo(pl- —p)—l,Ulop-i-El]

Symbol | Meaning Dimensions
p vector of substrate densities (or concentrations) substance/volume
D vector of diffusion coefficients lcngIhQ/tiuu,‘
A vector of decay rates 1/time
V; volume of cell i volume
X; cell 7’s position (center) length
S; vector of cell i’s secretion rates 1/time
pr vector of cell i’s secretion saturations substance/volume
U; vector of cell i’s uptake rates 1/time
E; vector of cell i’s net export rates substance/time

Figura 12. Significado de los componentes de la ecuacion de difusion. (21)

En el cddigo C++ del archivo XML de PhysiCell se puede variar el valor de los distintos parametros
de la ecuacién de difusion. A continuacion, se va a explicar el significado de algunos de ellos.

- D: Coeficiente de difusion.

Técnicamente es la facilidad con la que el soluto se mueve en un disolvente, es decir, es la
facilidad con la que el oxigeno se filtra entre los agentes. (21)

- p: Densidad del oxigeno.

- A: Decay rate: velocidad de decadencia del oxigeno (va disminuyendo Ia
concentracion//densidad). (21)

En este trabajo se utiliza un valor de A=0, porque el oxigeno no se degrada en estos ensayos.

A este parametro habria que darle un valor distinto de 0 si se estuviera trabajando con una
sustancia que se degrada de forma progresiva.

- &: Delta de Kronecker.

Es una funcidn (en realidad una distribucion) de dos variables, cuyo resultado puede tomar 2
valores, 6=1 si sus variables son iguales y 6=0 si sus variables son distintas. (22)

Consumo celular es la cantidad de oxigeno que consume una célula. (21)

En este trabajo dicho valor no se ha variado para ninguna simulacién porque el valor que tiene
asignado de manera predeterminada ha sido calculado y escogido por los desarrolladores de
PhysiCell basandose en experimentos de laboratorio y datos conocidos de la comunidad
cientifica.

- Ei: Vector de exportaciones netas.

1.3.2 - VOLUMEN CELULAR

PhysiCell es un modelo basado en la posicidn celular (center-based model), donde las células se
modelan como esferas cuyo volumen varia con el tiempo dependiendo de los estimulos
externos. (21)
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1.3.3 — REPRESENTACION GENERAL DEL MODELO DE CICLO CELULAR

En PhysiCell, el modelo de ciclo celular se representa por un conjunto de fases y ratios de
transicidn entre una fase y otra. Cada modelo de ciclo celular se define mediante un conjunto
de instrucciones sobre la divisidon celular. En algunas de estas fases se modifica el volumen
celular o parte de él y en otras no. (21)

Cada fase se representa con un color diferente. (23)

La fase inicial se llama primer intervalo y se representa en color azul (G1), esta fase es donde la
célula crece y genera los componentes moleculares que necesitara posteriormente. (23)

A continuacidn, pasa a morada (S). En la fase S la célula sintetiza una copia completa de su ADN
en su nucleo y duplica una estructura de organizacion llamada centrosoma, que ayuda a separar
el ADN durante la mitosis. (23)

Seguidamente viene la fase G2, representada en color amarillo mostaza (G2), esta fase se conoce
como segundo intervalo y aqui la célula crece mds y comienza a reorganizar su contenido en
preparacion para la mitosis, que empieza cuando G2 acaba. (23)

El conjunto de estas 3 fases se conoce como interfase, es lo que ocurre entre una fase mitética
y la siguiente. (23)

Y, por ultimo, la fase M, que incluye mitosis y citocinesis, representada en verde (M). La célula
divide su ADN duplicado y su citoplasma para hacer dos nuevas células. En la mitosis el ADN
nuclear de la célula se condensa en cromosomas visibles y se separa. En la citocinesis, el
citoplasma de la célula se divide en dos, lo que forma dos nuevas células. La citocinesis comienza
en cuanto acaba la mitosis. (23)

Mitosis

% e
) @
% 8
%05
c ®
o =
\ O

Figura 13. Ciclo celular. (24)

El tiempo que dura cada fase esta determinado por los desarrolladores de PhysiCell. Se han
ajustado los tiempos que dura cada fase basandose en experimentos de laboratorio y datos
cientificos (21), para lograr que los tiempos del ciclo celular consigan unos resultados fidedignos
y los resultados de la simulacidn muestren los mismos fenédmenos que los experimentos reales
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del laboratorio. Estos tiempos se pueden cambiar manualmente en el archivo XML de PhysiCell
para configurar la simulacidn, pero es recomendable no hacerlo.

1.3.4 — MIGRACION CELULAR

Las células se mueven en respuesta a distintos estimulos (quimicos, mecénicos, térmicos,
eléctricos, etc). Ese movimiento esta representado a través de una fuerza Fioc €n la ecuacién de
equilibrio (21), pero para este trabajo, el estudio de las fuerzas no nos interesa, asi que se
remarca con un rectangulo en la ecuacién cual es la expresion correspondiente a la migracion

de las células.
F A 3 bdb'ius +€{1 g . b)
oc = SlocWloc|= Slocy ; ST
: : : |lbdbias + &(1 —B)||

Para b = 0 el movimiento es totalmente aleatorio, y para b = 1 totalmente determinista y sesgado
(en la direccidon que indique dgias). Por otro lado, § es un vector unitario con direccidn aleatoria,
mientras que el pardmetro sj. identifica la velocidad de migraciéon que puede imponer el
usuario, pero no la velocidad celular real si existen otras fuerzas ademas de Fiqc. (21)

1.3.5 — HIPOTESIS GO-OR-GROW

La hipédtesis “Go-or-grow” defiende que las células solo pueden llevar a cabo una de las dos
acciones: migracién o proliferacién. Es decir, que durante la migracién la proliferacién es muy
baja o inexistente y viceversa. (1)

Cuando la célula estd migrando, migra hacia un area con nutrientes y oxigeno, en el caso del
GBM normalmente migran hacia los alrededores de un vaso sanguineo, migra buscando su
supervivencia. Y cuando migra no prolifera o lo hace muy poco. (1,5)

En el momento en el que la célula alcanza dicho lugar con oxigeno, para de migrar, ha alcanzado
una zona con las condiciones éptimas para comenzar el ciclo celular y no hay ninglin motivo para
que se siga moviendo. (1)

Su fenotipo cambia de migracion a proliferacion. La célula se encuentra con las condiciones
Optimas para proliferar y una vez comience, no parara de proliferar hasta que ya no se den las
condiciones dptimas en dicha localizacién. (1)

Por ejemplo, hasta que un trombo en el vaso sanguineo provoque un corte en el suministro de
oxigeno, o hasta que el nimero de células sea demasiado grande y no se puedan satisfacer las
necesidades de oxigeno y nutrientes de todas, generandose asi una regioén hipodxica. (5)

En ese momento las células tendran que irse de ahi para sobrevivir, para evitar entrar en
necrosis. Entonces su fenotipo vuelve a cambiar, de proliferacién a migraciéon. Y asi
continuamente. (1)
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Figura 14. Instantdneas extraidas de experimentos in vitro, los nimeros representan el numero de veces que se han
divido las respectivas células en 40 horas. (25)
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2 — EXPLICACION DE LAS SIMULACIONES

Antes de entrar a hablar de los distintos tipos de simulaciones a realizar, se van a comentar unos
conceptos generales que es importante dejar claros.

Lo primero que se configura en el programa es el dominio, es decir, las dimensiones que tiene
el microchip en el que se realiza el experimento. Se acordd con mi tutora un tamafo de 500x800
pum. Las dimensiones originales de PhysiCell para el chip eran mayores, nosotros optamos por
reducirlo para que las células llegaran antes a los bordes del chip, asi las simulaciones podian
hacerse de menos dias y disminuir el tiempo de computacién de las simulaciones. Para simular
la pseudoempalizada se ha utilizado un microchip de las mismas dimensiones que el
experimental, 916x2000 um, para poder comparar ambos.

Las condiciones iniciales son también modificables. Dichas condiciones iniciales son cual es la
densidad de oxigeno en los limites del microchip a la hora de iniciar la simulacion.

Ademads de las condiciones iniciales, también son modificables las condiciones de contorno, en
las que se puede establecer un valor fijo o un flujo de oxigeno en cada borde del microchip.

Tras las condiciones iniciales y de contorno se pueden modificar los tipos de célula. Hay una gran
variedad registrada en PhysiCell.

2.1 —SIMULACIONES DE MIGRACION
Existen distintos tipos de migracién: aleatoria, huyendo del oxigeno y siguiendo al oxigeno.

Para llevar a cabo los distintos tipos de migracion se modifica el archivo XML de PhysiCell. Este
archivo permite modificar aspectos como si las células deben moverse en funcion del oxigeno o
no, moverse a favor o en contra del oxigeno, etc.

Los tipos de migracidon mencionados se van a explicar con varios ejemplos a continuacion.

2.1.1 — MIGRACION ALEATORIA

SIMULACION 1

En la simulaciéon namero 1 se han representado 30 células durante 2 dias, asignando un valor
fijo de oxigeno de 20 mmHg por todos los lados del chip. Se ha programado en el archivo XML
de PhysiCell que las células se muevan de manera aleatoria, sin reaccionar al oxigeno.

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.C Current time: 0 days, 16 hours, and 0.00 minutes, z = 0 Current time: 1 days, 8 hours, and 0.00 minutes, z= 0.C  Current time: 2 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0
31 agents 30 agents 28 agents 28 agents
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Figura 15. Simulacion 1
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Se han rodeado con un circulo rojo y otro verde dos células distintas para que sea mas facil seguir

su desplazamiento. Cuando se tienen todas las imagenes de la simulacidon se observa que,
cuando el movimiento es aleatorio, las células se mueven en un area reducida, van cambiando
de lugar poco a poco.

La mayoria de células van migrando aleatoriamente, a excepcidn de alguna que otra célula que
muere por apoptosis.

SIMULACION 2
En la simulacion nimero 2 se han representado 100 células durante 5 dias, con unas
condiciones de contorno de 38 mmHg de O, por todos los lados del chip. Se desea observar
claramente el movimiento aleatorio de todas las células.

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0

101 agents

Current time: 0 days, 8 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
100 agents

Current time: 0 days, 15 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
94 agents

Current time: 0 days, 23 hours, and 0.00 minutes, z = 0.

91 agents
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2.1.2 — MIGRACION HUYENDO DEL OXIGENO

Figura 16. Simulacion 2

Al ordenarse que las células avancen en direccion contraria al oxigeno, lo légico es que mueran

conforme va avanzando la simulacidn porque se estan alejando de la uUnica fuente que les
permitiria respirar.

SIMULACION

3

En la simulacién nimero 3 se han programado 10 células durante 2 dias. Con condiciones de
contorno de 38 mmHg de O; por el lado derecho del chip. Lo que se desea observar es que las
células migren en el sentido contrario al légico, que sigan el camino que seguirian para
aproximarse al oxigeno, poder respirar y sobrevivir, pero que lo hagan en sentido contrario.
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Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0

Current time: 0 days, 10 hours, and 0.00 minutes, z = 0.

Current time: 0 days, 15 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
10 agents

Current time: 5 days, 0 hours, and 0.01 minutes, z = 0.C
10 agents

11 agents 10 agents
[ ] @ @ .
[ ] [ ] @ .
[ ]
4 ° e® o LY
° %
[ )
) [ ]
] e °© )
[ ]
[ ] [ ]
@ °
) [©) .
[ ]
200 pm 200 pm  _ 200 pm N 200 ym
s, 0 ours, 0 i, 00045 s5oeb s | | 0,0 s, 0t and 227781 2o | | .y, s, O s, and 4 221 S | | 0ys, 0 o, 4 mintos, an 377231 20

2.1.3 — MIGRACION SIGUIENDO EL OXIGENO

Figura 17. Simulacion 3

Las células se mueven hacia el oxigeno son simulaciones mas parecidas a lo observado
comunmente en el laboratorio porque las células van hacia donde hay oxigeno porque si no

entran en anoxia Y se€ mueren.

SIMULACION 4

En la simulacién nidmero 4 se han programado 10 células con condiciones de contorno de 38
mmHg de O, por todos los bordes del chip. El objetivo es ver cémo cada célula migra hacia el
borde del chip mas cercano.

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0

Current time: 0 days, 5 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0

Current time: 0 days, 10 hours, and 0.00 minutes, = 0.
10 agents

Current time: 1 days, 16 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
18 agents

11 agents 10 agents
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) ° ° °
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0.ays, 0 hours, O minutes, and 0.0042 oewmebA 0days, 0 hors, 0 minuts, and 11,6109 Sovem s 0days, 0 hours, 0 minues, and 23,2115 Seeemom g 0ca. 0 gy @i, o 2 200w e

SIMULACION 5

Figura 18. Simulacion 4

En la simulacion niumero 5 se han repetido las mismas condiciones de contorno, pero se han
simulado 100 células. Asi el movimiento queda mas claro.
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Figura 19. Simulacion 5

En la simulacién nimero 6 se han programado inicialmente 10 células durante 5 dias con unas
condiciones de contorno de 38 mmHg de O, por el borde derecho del chip. El objetivo es
observar cémo las 10 células migran hacia el borde derecho del chip, buscando el oxigeno.

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z=0.C  Cyrrent time: 0 days, 5 hours, and 0.00 minutes, z=0.C  Current time: 0 days, 20 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
11 agents 10 agents 10 agents

e @ )
[ ° r
e
) ° q
e ° ° e L
[ i g
° ]
e
° ° q
]
]
e L
200 ym
0.days, 0 hours, 0 minutes, and 00055 oewemebmmmmm 0 cays, 0 hours, 0 minuos, and 115204 rmbb e 0.days, O hours, 0 minutes, an 46 5852200 e

Figura 20. Simulacion 6

2.2 — SIMULACIONES DE PROLIFERACION

Para las simulaciones de proliferacion, se anula en el archivo XML la posibilidad de que las células
se muevan ya que nos basamos en la hipdtesis go-or-grow, y en estos experimentos nos
centramos en el aspecto de proliferacion, por lo que no deberian moverse. Las imagenes
obtenidas materializan que el programa funciona bien a la hora de simular proliferacién celular.

Existen varias opciones para alterar la proliferacidon de las células modificando el archivo XML,
una opcidn seria variar cuanto oxigeno hay en los bordes del chip porque, a menos oxigeno en
los alrededores, menos proliferacion, légicamente. Otra opcidn seria modificar cuanto oxigeno
consumen las células para sobrevivir, la tasa de consumo celular.

Segun las estimaciones y experimentos realizados por los desarrolladores de PhysiCell, dichos
valores deben tener unos valores de tasa de consumo = 6/min y condiciones de contorno de 38
mmHg para que salgan unos resultados coherentes. Si se disminuyera mucho el nivel de oxigeno
en los contornos del chip, también deberia disminuirse la tasa de consumo para que los
resultados de las simulaciones fueran validos. (14)
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Se va a experimentar ajustando el nimero de células para que sea posible observar claramente
los cambios de fase de las células durante el proceso de proliferacion.

SIMULACION 7

En la simulacién nidmero 7 se han programado 10 células con condiciones de contorno de
abundancia de oxigeno en los bordes, 38 mmHg O,. El resultado esperado es que proliferen
hasta que acabe la simulaciéon, que no se forme nucleo necrético y que no migren.

Se ve claramente el fendmeno de proliferacidon. Con oxigeno abundante para la supervivencia
por todos los bordes del chip, las células comienzan a proliferar y no paran.

La simulacién empieza con 10 células y a los 20 dias se cuenta con 2542 agentes.

Entre cada foto han pasado 5 dias.

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z=0.0  Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0 Current time: 10 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
11 agents 52 agents 290 agents

. &

200 um 200 pm “ 200 ym
0 days, 0 hours, 0 minutes, and 0.0041 SeEeme——— 0 days, 0 hours, 4 minutes, and 40. 2175*&_ 0 days, 0 hours, 9 minutes, and 42.477 7 eeeememmmm—

Current time: 15 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
1001 agents

Current time: 20 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
2542 agents

Figura 21. Simulacion 7

SIMULACION 8

En la simulacion nimero 8 se han programado 500 células con el nivel original de oxigeno en
los bordes, 38 mmHg. La simulacién dura 5 dias.

Se comienza la simulacién con 501 agentes y transcurridos los 5 dias hay 1538 células.

Se ve claramente el cambio de fase de las células durante la proliferacion.
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Current time: 3 days, 8 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0 Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.C
930 agents 1538 agents
Do K

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0 Current time: 1 days, 16 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
501 agents 585 agents
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Figura 22. Simulacion 8

2.3 — SIMULACIONES DE PROLIFERACION Y MIGRACION

2.3.1— MIGRACION ALEATORIA SIN SEGUIR EL OXIGENO

SIMULACION 9

En la simulacién nimero 9 se han representado 500 células durante 2 dias, asignando un valor
fijo de oxigeno de 38 mmHg por el lado derecho del chip. A los agentes se les asignd un patrén
de movimiento aleatorio.

Como se produce migracion de algunas células, proliferacion de otras y algunas células mueren
por necrosis al comienzo y por apoptosis durante la simulacién, el nimero de células inicial es
distinto del final.

Al principio se contaba con 500 agentes y al final de la simulacidn con 509, tras perder agentes
a mitad simulacién, ya que se contaba con 475 células.

Current time: 2 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.C

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0 Current time: 1 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
509 agents

500 agents . 475 agents
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Figura 23. Simulacion 9

2.3.2 — MIGRACION DIRIGIDA SIGUIENDO EL OXIGENO

SIMULACION 10

En la simulacién nimero 10 se han programado 1000 células inicialmente y se ha simulado un
tiempo equivalente a 5 dias. Se ha fijado un valor de 38 mmHg de O, por los bordes izquierdo,
inferior y derecho del chip.
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Las células migran hacia el oxigeno y luego proliferan. La simulacién comienza con 1000 agentes
y termina con mas de 2900.

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.C
a

SIMULACION 11

Current time: 1 days, 16 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
1221 agents

Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.C
2952 agents

Current time: 0 days, 20 hours, and 0.00 minutes, z = 0
968 agents

Y60
1

Figura 24. Simulacién 10

En la simulaciéon nimero 11 se han programado inicialmente 1000 células durante 5 dias, con
unas condiciones de contorno de 38 mmHg de O; en el lado inferior del chip.

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
1000 agents

Current time: 0 days, 10 hours, and 0.00 minutes, z = 0.

Current time: 2 days, 2 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0 Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.C
999 agents

1040 agents 1295 agents

Figura 25. Simulacion 11
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2.4 - SIMULACION DE FORMACION DE LA PSEUDOEMPALIZADA

SIMULACION 12
En la simulacién nimero 12 se han programado inicialmente 5000 células durante 5 dias con un
valor fijo de 70 mmHg de O; por el borde derecho del chip.

El objetivo es observar todas las zonas de una pseudoempalizada y su proceso de formacion.

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 mini  Current time: 3 days, 0 hours, and 0.00 |
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Figura 26. Simulacion 12
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2.5 - ANALISIS PARAMETRICO
Se procede a realizar un analisis paramétrico sobre la simulacion de la pseudoempalizada.

Es decir, se varia el valor de distintos pardmetros con los que se logra la simulacién exacta de la
pseudoempalizada, para ver cdmo la variacién de estos valores afecta al resultado final de la
simulacién.

2.5.1 = VARIACION DEL OXIGENO
Las simulaciones de variacién de oxigeno se hacen con la tasa de consumo fijada en 6.

20 mmHg O;

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0 Current time: 0 days, 2 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0 Current time: 1 days, 16 hours, and 0.00 minutes, z= 0. Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
1001 agents 1000 agents 973 agents 1070 agents

Figura 27. Simulacion de pseudoempalizada con menos oxigeno

38 mmHg O,
Realizar esta simulacion seria llevar a cabo otra vez la simulacion 12.

50 mmHg O,

Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0

o Current time: 1 days, 16 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
1787 agents

1072 agents

Current time: 0 days, 2 hours, and 0.00 minutes, 2= 0.
Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, 2= 0.0 1000 agents oo o e ®
01 agent .

Figura 28. Simulacion de la pseudoempalizada con oxigeno de mds

2.5.2 — VARIACION DE LA TASA DE CONSUMO
Las simulaciones de variacién de la tasa de consumo se hacen con el oxigeno fijado en 38 mmHg
0;
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Tasa de consumo =2

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0
1 agents.

Current time: 0 days, 3 hours, and 0.00 minutes, z= 0. Current time: 2 days, 1 hours, and 0.00 mintes, z=0.C Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
1000 agents 1132 agents

_ 1824 agents

Figura 29. Simulacion de la pseudoempalizada con menor tasa de consumo

Tasa de consumo = 6

Realizar esta simulacidn seria llevar a cabo otra vez la simulacion 12.

Tasa de consumo =12

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
01 agents

Current time: 0 days, 3 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0 Current time: 1 days, 16 hours, and 0.00 minutes, z= 0. Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
1000 ag 1037 agents. 1314 agents

4 -"I"f, '
'Ok.* & ® t‘.l

%3
e

b

Figura 30. Simulacidn de pseudoempalizada con mayor tasa de consumo

2.5.3 — VARIACION SIMULTANEA DEL OXIGENO Y TASA DE CONSUMO
20 mmHg O, y tasa de consumo = 2

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0. Current time: 0 days, 3 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0 Current time: 3 days, 1 hours, and 0.00 minutes, 2= 0.0 Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
1001 agents 10
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Figura 31. Simulacidn de la pseudoempalizada con menos oxigeno y menor tasa de consumo
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20 mmHg O, y tasa de consumo = 12

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0. Current time: 0 days, 3 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0~ Current time: 1 days, 9 hours, and 0.00 minutes, z= 0. Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
1001 agents ! ! ' 1000 agents 977 agents 1033 agents.

%

A

,,5,.
;;?&
ELIN

>
&

Figura 32. Simulacion de la pseudoempalizada con menos oxigeno y mayor tasa de consumo

50 mmHg O, y tasa de consumo = 2

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z=0.C  Current time: 0 days, 3 hours, and 0.00 minutes, z= 0.C  Current time: 1 days, 15 hours, and 0.00 minutes, z= 0. Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z =
1000 agents 1146 agents 2262 agents

3 | NEE ™ " el
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Figura 33. Simulacion de la pseudoempalizada con mds oxigeno y menor tasa de consumo

50 mmHg O, y tasa de consumo = 12

Current time: 0 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0 Current time: 0 days, 3 hours, and 0.00 minutes, z=0.C  Current time: 2 days, 3 hours, and 0.00 minutes, z= 0.0  Current time: 5 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.C
jents 1000 agents 1543 agents

Figura 34. Simulacion de pseudoempalizada con mds oxigeno y mayor tasa de consumo
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3 — ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 — MIGRACION
3.1.1 = MIGRACION ALEATORIA

SIMULACION 1
En la figura 15, las células se mueven aleatoriamente, entonces, si alguna decidiera moverse
hacia un borde en el que no hubiera oxigeno, moriria por necrosis.

Si, por el contrario, se estableciera en todos los bordes un valor de 38 mmHg de O, las células
tendrian demasiado oxigeno fueran donde fueran, y en cuanto alcanzaran una posiciéon con
oxigeno suficiente para sobrevivir dejarian de migrar y comenzarian a proliferar al encontrarse
en abundancia de oxigeno. Entonces se mezclarian varios fendmenos, el de migracién y el de
proliferacion.

Algunas células en la figura 15, han muerto por apoptosis, este fendmeno no depende de las
condiciones en las que se encuentre la célula si no que es un evento basado en la probabilidad.
Las células que mueren por apoptosis son una cantidad practicamente insignificante.

Cuando las células mueren por apoptosis pasan del color azul al rojo y sufren una reduccion de
volumen hasta desaparecer.

En los siguientes experimentos se clarificara que son mucho mas importantes las células que
mueren por necrosis, ya que indican la existencia de una zona hipdxica.

Cuando las células mueren por necrosis pasan del color azul al marréon y también sufren una
reduccion gradual de su volumen, aunque no tan rdpida como las células que mueren por
apoptosis.

Las células que mueren por apoptosis mueren por probabilidad, es decir, hay una expresién que
rige la probabilidad de que cualquier célula entre en apoptosis. (21) Sin embargo, para que una
célula muera por necrosis, debe estar en una zona con hipoxia, es decir, con falta de oxigeno.

En las simulaciones de migracién y proliferacién se encuentran ejemplos muy ilustrativos de
células muertas por necrosis.

Como en esta simulacién se cuenta con 30 células y el movimiento es aleatorio, es dificil
apreciarlo a simple vista. Por eso se han rodeado, en la figura 15, dos células con un circulo rojo
y otro verde, para que resulte mas sencillo ver su movimiento.

SIMULACION 2

En la simulacién 2, con 100 células, se han establecido las mismas condiciones de contorno en
todos los bordes del chip, 38 mmHg de O,, para evitar la formacidn de ningun nucleo necrético
y para contrastar que, como se ha dicho en la simulacién 1, si el nivel de oxigeno fuera superior,
llegaria un momento de la simulacién en que las células dejarian de migrar y comenzarian a
proliferar.

El aumento de oxigeno ha provocado que las uUltimas imagenes de la figura 16 en las que se ve
migracion sean a las 23 horas de comenzar la simulacién. Pasadas esas 23 horas las células dejan
de migrar y comienzan a proliferar, pues tienen oxigeno suficiente para hacerlo en cualquier
parte del chip.

Hasta esas 23 horas el nUmero de agentes ha disminuido ligeramente porque algunas células
han muerto por apoptosis.
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En las imagenes de esta simulacién se ve con mayor claridad cdmo las células se mueven
aleatoriamente. No se dan grandes desplazamientos, pero se ve que no estan en la misma
posicién en ninglin momento.

Al disponer de oxigeno suficiente por todos los lados del chip, no se produce ningun nucleo
necrotico.

3.1.2 — MIGRACION HUYENDO DEL OXIGENO

SIMULACION 3
En la simulacién 3 se han programado 10 células durante 2 dias. Con condiciones de contorno
de 38 mmHg de O; por el lado derecho del chip.

Se ha programado el archivo XML de PhysiCell de tal manera que lo que se desea observar es
que las células migren en el sentido contrario al ldgico, que recorran el camino que seguirian
para aproximarse al oxigeno, respirar y sobrevivir, pero en sentido contrario, es decir, que huyan
del oxigeno. En la figura 17 se ve que el resultado es el esperado.

Estas simulaciones sirven para demostrar que el programa también se puede utilizar para
estudiar comportamientos de las células ante sustancias que serian dafinos para ellas y que
huirian de él.

En esta simulacidn las células migran en direccidon contraria al oxigeno, por lo que llegan a un
punto en el que ya no tienen oxigeno y no pueden seguir migrando porque entran en necrosis
al encontrarse en un drea hipdxica, es decir, en ausencia de oxigeno.

En la tercera imagen de la figura 17 se ve como se han movido hacia la izquierda alejandose del
oxigeno y estan ya casi todas las células en necrosis. En la Ultima imagen ya se ven todas las
células en necrosis con su correspondiente reduccién de volumen una vez agrupadas las células
mas cercanas.

3.1.3 — MIGRACION SIGUIENDO EL OXIGENO

SIMULACION 4

En la simulacién nimero 4 se han programado 10 células con condiciones de contorno de 38
mmHg de O, por todos los bordes del chip. El objetivo es ver cémo cada célula migra hacia el
borde del chip mds cercano.

En las imagenes de la figura 18 se observa como cada célula se ha movido hacia su borde mas
cercano, buscando el oxigeno.

Ninguna célula muere por necrosis porque hay abundancia de oxigeno en todos los bordes, sin
embargo, una célula muere por apoptosis. En la Ultima imagen se tienen 9 agentes en vez de 10.

SIMULACION 5
En la simulacion nimero 5 se han repetido las mismas condiciones de contorno que en la
simulacidn 4, pero se han simulado 100 células. Asi el movimiento queda mas claro.

En la figura 19, las células estan rodeadas de oxigeno por todos los bordes del chip, entonces,
cada célula migra hacia su borde mas préximo y no se forma ningun nucleo necrético porque se
cuenta con oxigeno en todo el dominio del chip.

Nuevamente una pequefia cantidad de células mueren por apoptosis.
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La migracidn de todas las células es posible gracias a la abundancia de oxigeno en todos los
bordes. Las células que mas cerca se encuentran del borde en el instante inicial son las que
primero tienen acceso al oxigeno.

La cantidad de oxigeno presente es mayor que la cantidad de oxigeno que necesita la célula para
sobrevivir y migrar, entonces el oxigeno sobrante sigue avanzando hacia el centro del chip y les
llega a las células mas céntricas. El oxigeno que les llega es también suficiente como para
sobrevivir y conseguir migrar hacia un lugar en el que cuenten con mas oxigeno.

Las células se mueven buscando las condiciones mas favorables para asentarse, es decir,
buscando el oxigeno, por eso se han movido todas hacia los bordes.

SIMULACION 6
En la simulacién nimero 6 se han programado inicialmente 10 células durante 5 dias con unas
condiciones de contorno de 38 mmHg de O, por el borde derecho del chip.

En la figura 20, la mayoria de células han migrado hacia el oxigeno, solo la de la esquina superior
izquierda no ha sido capaz, al encontrarse en una zona demasiado alejada del oxigeno y ha
muerto por necrosis. Las células que han conseguido migrar hasta el lado con oxigeno ya no
pueden moverse mas alld, y como gozan de oxigeno abundante, cambiarian su fenotipo de
migracion a proliferacidon y empezarian a reproducirse.

Esta simulacion establece las bases de la simulacion de la pseudoempalizada al suministrar
oxigeno solo por un borde del chip.

3.2 - PROLIFERACION

SIMULACION 7
En la simulaciéon nimero 7 se han programado 10 células con condiciones de contorno de 38
mmHg O; en todos los bordes.

En esta simulacién, al impedirse el movimiento de las células modificando el archivo XML de
PhysiCell, se ve claramente el fendmeno de la proliferacion.

Como se cuenta con oxigeno abundante por todos los bordes del chip no se forman nucleos
necréticos y, al tener impedida la migracidn y no poder acercarse a los bordes del chip para estar
mas cerca del oxigeno, las células comienzan a proliferar en su lugar original y no paran.

La simulacidn empieza con 10 células y a los 20 dias se cuenta con 2542 agentes. Entre cada foto
han pasado 5 dias.

En las imdagenes de la figura 21 se observa cémo han ido proliferando, y no las células que mas
cerca estaban del oxigeno por estar en el borde son las que mas se han reproducido.

Esto se debe a que las células mas cercanas a los bordes han consumido menos oxigeno del
disponible para sobrevivir y proliferar. Esto permite que el oxigeno avance hacia el centro del
chip y las células de la zona céntrica también gocen de oxigeno suficiente para sobrevivir y
proliferar. Asi, se ha podido observar una proliferacién a la par de las células centrales y de las
de los bordes.

Si no hubiera sido asi y el oxigeno en los bordes hubiera sido mas escaso, a las células centrales
no les habria llegado el oxigeno suficiente para proliferar y, si no les hubiera llegado siquiera
oxigeno suficiente para sobrevivir, se habria formado un nucleo necrético y las células centrales
habrian muerto.
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SIMULACION 8
En la simulacion nimero 8 se han programado 500 células con el nivel original de oxigeno en
los bordes, 38 mmHg. La simulacién dura 5 dias.

Inicialmente habia 500 células en la figura 22.

No se produce ningun nucleo necrético porque, al igual que en la simulacién anterior, hay
abundancia de oxigeno por todo el chip. Esto quiere decir que el oxigeno se infiltra bien entre
los agentes y no queda ningln punto del dominio al que no llegue el oxigeno.

Esto se debe a que las células que se encuentran en el contorno exterior, las que estan mas cerca
del borde del chip y por lo tanto del oxigeno, consumen menos oxigeno del disponible y les es
suficiente para sobrevivir y proliferar. Esto permite que el oxigeno sobrante pase a las células
que estdn situadas en el centro del chip. El oxigeno que les llega a las células del interior es,
también, el suficiente como para sobrevivir y proliferar.

Tardan 1 dia en comenzar a proliferar, pero desde que empieza el proceso ya no paran hasta
gue se dejen de dar las condiciones idéneas para proliferacidn, es decir, hasta que se corte el
suministro de oxigeno.

Que las células muestren un cambio de color, que no aparezcan de color azul, quiere decir que
esta teniendo lugar un cambio de fase. Si estd sucediendo un cambio de fase es porque las
células no estan migrando, si no que estan proliferando, que era el objetivo de esta simulacidn,
que no migraran las células y que proliferaran.

El color de la célula representa la fase en la que se encuentra. Qué color esta asociado a cada
fase se ha explicado previamente en el apartado 1.3.3.

La proliferacidon que se ve en este ejemplo es menos espectacular que la de la simulacion 7, pero
se observa de una manera muy clara el cambio de fase de las células en las imagenes 2y 3 de la
figura 22.

3.3—PROLIFERACION Y MIGRACION
3.3.1 — MIGRACION ALEATORIA Y PROLIFERACION

SIMULACION 9
En la simulacién nimero 9 se han representado 500 células durante 2 dias, asignando un valor
fijo de oxigeno de 38 mmHg por el lado derecho del chip.

Las células que originalmente estan a la izquierda del chip, en la figura 23, mueren por necrosis,
dado que se encuentran en la zona mas alejada del oxigeno. La necrosis se produce, entre otras
razones, por la falta de oxigeno en una regidn hipdxica.

Sialas células se les hubiese indicado moverse en la direccidn del oxigeno, que es lo ldgico, dado
que en la realidad las células se desplazan hacia donde tienen oxigeno para poder vivir, la
mayoria de las células se habrian desplazado hacia la derecha. Las que hubieran aparecido a la
izquierda desde el principio, al encontrarse demasiado lejos del oxigeno, habrian entrado en
necrosis y habrian muerto igual.

Las células que se encontraban cerca del borde derecho y las que, aleatoriamente, han migrado
hasta él, cuentan con abundancia de oxigeno, por lo que su fenotipo cambia de migracién a
proliferacién. Estas células dejan de moverse y comienzan a proliferar. Se observa como en la
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foto final de la figura 23 hay mas aglomeracién de células en el borde derecho respecto a la
imagen inicial.

Las células que se ven con colores distintos al azul (sin contar el marrdn, que indica necrosis)
estan, como se ha comentado con anterioridad, cambiando de fase porque estdn en el proceso
de proliferacion. Esta teniendo lugar el ciclo celular. La explicacién del significado de cada color
se ha llevado a cabo en el apartado 1.3.3.

Mas adelante en la memoria se ha analizado la simulacién de la pseudoempalizada. Se puede
hacer una comparacidn de las imagenes y se ve como en esa simulacidn los agentes se mueven
hacia el oxigeno y se ve de forma muy clara como en cuanto empieza la simulacién, todas las
células que pueden, es decir, las que no estan demasiado alejadas del oxigeno, no estan en
necrosis y por lo tanto pueden migrar, se desplazan rapidamente hacia el borde del chip con

oxigeno.

Current time: 5 days, 0 hours, and 0.01 minutes, z = 0.C
1730 agents

Current time: 2 days, 0 hours, and 0.00 minutes, z = 0.0
509 agents

Figura 35. Comparacion de, con las mismas condiciones iniciales y de contorno, como se comportan las células segun
si se mueven aleatoriamente (izq) o si lo hacen siguiendo el oxigeno (dcha)

3.3.2 — MIGRACION SIGUIENDO EL OXIGENO Y PROLIFERACION

SIMULACION 10

En la simulacién nidmero 10 se han programado 1000 células inicialmente y se ha simulado un
tiempo equivalente a 5 dias. Se ha fijado un valor de 38 mmHg de O; por los bordes izquierdo,
inferior y derecho del chip.

En la secuencia de imagenes de la figura 24 se ve la rapidez con la que las células migran hacia
las zonas con oxigeno y como, una vez ahi, cambia su fenotipo de migracidn a proliferacién vy, el
numero de agentes, incrementa.

En laimagen 3 de la figura 24 se observa cédmo las células estan pasando por un cambio de fase,
lo que quiere decir que estan proliferado, estan pasando por la fase S y la fase G2
mayoritariamente. El significado de cada fase y su color asociado estan explicados en el apartado
1.3.3.

En la dltima imagen de la figura 24 se ve como el numero final de agentes, agrupados sobre los
bordes con oxigeno del chip, es claramente superior al que se tenia en el momento de la segunda
imagen.

Pese a tener un nimero de agentes tan elevado, el oxigeno es tan abundante que es suficiente
para que sobrevivan y proliferen todas las células y no llega a formarse ningln nucleo necrético.
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SIMULACION 11
En la simulacién nimero 11 se han programado inicialmente 1000 células durante 5 dias, con
unas condiciones de contorno de 38 mmHg de O; en el lado inferior del chip.

En la figura 25, todas las células intentan ir hacia el lado con oxigeno, pero, al ser el lado en el
qgue hay oxigeno, mas pequefio que en el resto de simulaciones, menos células van a ser capaces
de llegar al oxigeno en los instantes iniciales de la simulacién.

El borde con oxigeno en esta ocasidon es menor que en las simulaciones anteriores, por lo que
resulta mas lejano para un mayor numero de células. Esto conlleva que la regién hipdxica sea
mayor y que se vean mas células en necrosis.

Current time: 0 days, 10 hours, and 0.00 minutes, z = 0.
999 agents

Current time: 0 days, 5 hours, and 0.00 minutes, z = fC
1000 agents

Figura 36. Comparacion de tamaio del lado del chip con oxigeno.

En el chip de la izquierda, el lado con oxigeno es el inferior, rodeado con una elipse roja, y en el
chip de la derecha el lado con oxigeno es el derecho, rodeado con otra elipse roja.

Como consecuencia de que esta vez las células hayan tenido que migrar hacia uno de los lados
mas pequenos del chip, hay menos oxigeno para la misma cantidad de células, por lo que
morirdn mas y quedan menos células para proliferar, aunque las células que consiguen llegar al
borde con oxigeno proliferan igual que en el resto de casos.

Asi se ve en la Ultima imagen, que se encuentran células muertas por necrosis por todo el chip y
en un lugar en el cual hasta ahora no se habian observado, en las esquinas al lado de células que
han migrado hasta el borde y estan proliferando. Ademas, el nimero final de agentes es el
menor de todas las simulaciones hechas hasta el momento, 1295 agentes.

Las células que se encuentran en nucleos necréticos se ven cada vez mas pequenfias. Esto es
porque, en la realidad, las células que se encuentran en necrosis van reduciendo
progresivamente su volumen y esta reflejado en PhysiCell.

En la tercera imagen se ve como las células que estdn en el borde con oxigeno estan
proliferando, estan cambiando de fase y por tanto de color, estadn llevando a cabo su ciclo.

3.4 - PSEUDOEMPALIZADA

SIMULACION 12
En la simulacién nimero 12 se han programado inicialmente 5000 células durante 5 dias con un
valor fijo de 70 mmHg de O; por el borde derecho del chip.
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Como ya se ha mencionado anteriormente en el apartado 1.2.3, Physicell cuenta con un archivo
XML modificable donde se configura cdmo va a ser la simulacién. En dicho archivo se modifican
las condiciones iniciales y de contorno para simular la pseudoempalizada.

Las condiciones que se imponen para la simulacién son:

e El movimiento de las células es dirigido, deben moverse hacia el oxigeno.

e Hay oxigeno solo en un lado del chip, para que las células migren hacia ahi.

e La cantidad de oxigeno en el borde debe ser la adecuada. Si hubiera mucho oxigeno,
proliferarian demasiadas células y no se formaria el ndcleo necrético.
Por otro lado, si hubiera demasiado poco oxigeno, muy pocas células serian capaces de
migrar y proliferar, por lo que tampoco se generaria esa agrupacion tan caracteristica
de células en el borde de la pseudoempalizada.

e La tasa de consumo, cantidad de oxigeno que consumen las células, debe ser la
adecuada. Si es un valor muy bajo, las células consumiran menos oxigeno para sobrevivir
y entonces proliferardn mucho mas.
Sin embargo, si la tasa de consumo es demasiado alta, consumiran mucho oxigeno y
proliferardn menos de lo que lo harian en la realidad.

En la figura 26 se ve cdmo se habilita oxigeno por solo uno de los bordes, haciendo la funcién de
un vaso sanguineo sano. Se observa como las células a las que les llega oxigeno migran
rapidamente hacia el vaso sanguineo sano.

Las células que migran hacia el vaso sanguineo alcanzan una zona rica en oxigeno y nutrientes,
por lo que cambian su fenotipo de migracién a proliferacion y comienzan sus ciclos celulares.
Comienzan a dividirse.

Todas estas células proliferantes en la zona rica en oxigeno, forman una zona de gran densidad
celular, una barrera, forman la pseudoempalizada.

Tras esta barrera de células agrupadas en torno al “vaso sanguineo” se encuentra la zona
hipéxica del GBM, la zona sin oxigeno.

Las células que no han sido capaces de migrar hacia el oxigeno y se encuentran en la zona
hipéxica, mueren por necrosis, se crea un nucleo necrotico.

Las células que estdn en la zona rica en oxigeno continuarian proliferando hasta que las
necesidades metabdlicas (cantidad de oxigeno requerida para que todas las células de la
pseudoempalizda sigan proliferando) fueran inasumibles y entonces, volveria a comenzar el
ciclo de migracién hacia un vaso sanguineo sano tras colapsar y provocar trombosis en el vaso
actual.

A continuacién, se ha representado la concentracidn celular en el eje Y frente a la longitud del
chip en el eje X utilizando Matlab. Los graficos obtenidos de la simulaciéon de la
pseudoempalizada se van a comparar a los resultados obtenidos con simulaciones basadas en
modelos continuos. (14,19,20)

Para reforzar asi la eficacia, veracidad y fiabilidad de la simulacion basada en agentes.

En primer lugar, se ha representado la concentracién celular frente a la longitud del chip durante
distintos momentos de la simulacién: en el momento inicial, en su punto intermedio y en el final.
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«108  Concentracion celular en la pseudoempalizada

45+ 1

Concentracion celular [Cell/mL]

25 -
-500 0 500

Longitud del chip [gm]

Figura 37. Concentracidn celular al inicio de la simulacidn de la pseudoempalizada
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Figura 38. Concentracion celular a los 6 dias de la simulacion de la pseudoempalizada
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Figura 39. Concentracion celular en el momento final de la simulacion de la pseudoempalizada
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En la figura 37 se ve como las células estan distribuidas de manera aleatoria inicialmente.

A continuacidn, en la figura 38, se observa cémo las células a las que les llegd el oxigeno migraron
hacia la derecha del chip y las que no fueron capaces, entraron en necrosis en la izquierda del
chip.

Por ultimo, en la figura 39, se observa como han aumentado los valores del eje Y respecto a las
dos figuras anteriores. Esto se debe a que las células que consiguieron migrar y llegar hasta el
borde del chip, una vez ya asentadas en un espacio con oxigeno abundante cambiaron su
fenotipo de migracién a proliferacion y comenzé a aumentar el nimero de células y, en
consecuencia, la concentracion celular.

También se ha hecho una gréfica en la que se diferencia qué células estan vivas y cuales estan
muertas.

5 R 107 Concentracion celular en la pseudoempalizada
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Figura 40. Concentracion celular al final de la formacion de una pseudoempalizada diferenciando células vivas de
muertas

En la figura 40 queda mads clara la diferenciaciéon entre el nicleo necrdético, compuesto por
células muertas, que queda a la izquierda de la grafica, y la pseudoempalizada, zona de mayor
densidad celular formada por células vivas, a la derecha de la grafica.

La figura 41 es util para comparar la simulacion llevada a cabo en este estudio con la simulacién
llevada a cabo en el articulo (14), en el que la simulacién es llevada a cabo utilizando un modelo
continuo.

En la pdgina siguiente, en la figura 41, se representan ambas graficas una al lado de otra. A la
izquierda, la grafica del articulo (14), y a la derecha, la grafica de la simulaciéon con modelado
basado en agentes.
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Figura 41. Comparacion entre la pseudoempalizada realizada mediante modelo continuo (14) y la realizada con
modelo basado en agentes

En la simulacidon con modelo continuo, se encuentran células vivas desde el comienzo del chip
hasta el extremo en el que se encuentra el oxigeno. En la gréfica de la derecha no es asi.

Esto se debe a que el modelo continuo utiliza variables continuas y derivables, por lo que los
resultados son mds suaves que en el modelo de agentes de la derecha. Para conseguir estos
resultados mas suaves en el modelo discreto se necesitaria un nimero de agentes (células) muy
superior y con ello una capacidad computacional mucho mas potente que la disponible.

El tiempo de simulacién utilizando agentes para 1000 células es de alrededor de 10 minutos,
para una simulacion con 5000 células esta entre 30 y 40 minutos, y si la simulacién ya escala a
10000 células, el ordenador tarda mds de 1 hora en completarla.

Debido a que el numero de células en la simulacién con modelado continuo es superior, para
gue sea posible y l6gica la comparacidén entre ambas simulaciones, debe aplicarse un factor de
conversion a los datos de la simulacidn con agentes. Dicho factor de conversion es simplemente
un cambio de unidades. En ese cambio de unidades hay que tener en cuenta el espesor real del
chip, ya que en la simulacion con agentes se trabaja en 2D. También hay que tener en cuenta la
conversion de micrédmetros cubicos a centimetros cubicos.

Comparando la grafica del modelo continuo y la del modelo basado en agentes, se observa que
se ha alcanzado el mismo orden de magnitud. Aunque el resultado no es exactamente el mismo,
esto se debe a multitud de factores que eran distintos durante las simulaciones, desde Ia
velocidad a la que migran las células, al coeficiente de difusidn, etc. En el modelo continuo se
trabaja con concentraciones celulares, y en el modelo basado en agentes, con células.

El objetivo a remarcar es que se ha alcanzado el mismo orden de magnitud con ambas
simulaciones.
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3.5—ANALISIS PARAMETRICO

VARIACION DE OXIGENO
En las figuras 27 y 28 se observa como la variacidn de oxigeno afecta a cuantas células son
capaces de migrar hasta la zona rica en oxigeno y cuantas de estas son capaces de proliferar.

Cuanto mas oxigeno hay en el borde del chip, mds penetra el oxigeno en el chip y mas células
son capaces de migrar. Por eso en la segunda imagen de la figura 27 hay menos movimiento de
células que en la correspondiente imagen de la figura 28.

Como se acaba de decir. Cuanto mas oxigeno haya, mas células llegaran al borde del chip y por
lo tanto mas células proliferaran.

En la ultima imagen de la figura 27 se muestra como se acaba la simulacién con 1070 células y
en la figura 28 se acaba con casi 1800.

Como se ha aumentado la cantidad de oxigeno disponible, los resultados de la simulacion son
los esperados, a mas oxigeno mayor supervivencia de células y mayor proliferacion.

Si ademads del oxigeno se hubiera modificado cuanto oxigeno consume cada célula, es decir, la
tasa de consumo, los resultados habrian variado.

Si se aumenta la cantidad de oxigeno disponible, pero se aumenta proporcionalmente cuanto
oxigeno consume cada célula, los resultados no deberian variar.

Por otra parte, si solo se modificara la tasa de consumo y el nivel de oxigeno se dejara constante,
cuanto mayor fuera la tasa de consumo, menos células sobrevivirian porque cada célula
necesitaria mas oxigeno.

VARIACION DE LA TASA DE CONSUMO

Al variar la tasa de consumo, lo que se estd variando es la cantidad de oxigeno que consume
cada célula.

Cuanto mayor sea la tasa de consumo, mas oxigeno necesitara cada célula para sobrevivir. Por
lo que, si el nivel de oxigeno se mantiene constante y la tasa de consumo aumenta, sobreviviran
menos células, porque cada célula necesitard mas oxigeno.

Si la tasa de consumo disminuye y el oxigeno se mantiene constante, sobreviviran y proliferaran
mas porque cada célula necesita menos oxigeno.

De hecho, con la tasa de consumo = 2 se consiguen 1824 células al final de la simulacion. Con
tasa de consumo = 6 se consiguen 1730 y con tasa de consumo = 12 se obtienen 1314 células.

En la figura 42 se observan, de izquierda a derecha, la fotografia final de cada simulacién, en la
gue se anota en la esquina superior izquierda el nimero de células de cada una.
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Los resultados del andlisis de sensibilidad de la tasa de consumo corroboran el buen
funcionamiento de la simulacién porque los resultados obtenidos arrojan la misma informacién
que si se hubieran hecho los experimentos en laboratorio.

VARIACION SIMULTANEA DE OXIGENO Y DE LA TASA DE CONSUMO
Las variaciones de oxigeno y de la tasa de consumo pueden contrarrestarse o potenciarse
mutuamente los efectos.

Por ejemplo, si se aumenta la cantidad de oxigeno, deberian sobrevivir y proliferar mas células,
pero si se incrementa a su vez la tasa de consumo, el efecto del aumento de oxigeno no es tan
considerable, porque, aunque haya mas oxigeno, cada célula necesita mas oxigeno para
sobrevivir.

Por el contrario, si se aumenta el oxigeno y se disminuye la tasa de consumo, las células van a
sobrevivir y proliferar todavia mas porque disponen de mds oxigeno y, ademas, cada célula
necesita menos oxigeno para sobrevivir.

Ocurre lo contrario si se baja el nivel de oxigeno.

Si se disminuyen la cantidad de oxigeno y la tasa de consumo, aunque las células tengan menos
oxigeno, cada célula necesita menos para sobrevivir, entonces las cifras de proliferacién no se
ven tan alteradas como si se modificara solo el oxigeno.

Si se disminuye el nivel de oxigeno y se aumenta la tasa de consumo, ademds de contar con
menos cantidad de oxigeno, cada célula necesita mas oxigeno para sobrevivir. Esto conlleva que
menos células sean capaces de sobrevivir y proliferar.

El nimero final de células en cada caso ha sido:

e Incremento de oxigeno y de tasa de consumo: 1543

e Incremento de oxigeno y disminucién de tasa de consumo: 2282
e Disminucidn de oxigeno y de tasa de consumo: 1128

e Disminucidn de oxigeno y aumento de tasa de consumo: 1033
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Figura 43. Ultima imagen de las variaciones simultdneas de 02 y UR

En la figura 43 se ven los resultados finales de cada simulacion.

En las simulaciones en las que se han aumentado o disminuido ambos parametros, el oxigeno y
la tasa de consumo, los resultados finales de nimero de células son mas similares que los
resultados cuando se aumenta un pardmetro y se disminuye el otro.

Esto corrobora la explicacion al principio de este apartado.

50



%5 Universidad
Al Zaragoza

4 — CONCLUSIONES

Los resultados de la simulacion tienen las suficientes similitudes con los resultados de los
modelos continuos utilizados en otros estudios de simulacion de formacién de
pseudoempalizada (14) como para afirmar que la simulacién utilizando modelado basado en
agentes es suficientemente valida.

Una de las fortalezas del modelado basado en agentes es que se puede profundizar mas sobre
el comportamiento de cada agente, se puede obtener mas informacién que con un modelo
continuo. Se puede saber, por ejemplo, el estado de cada célula en cada momento. Puede
saberse de forma visual, ya que cada fase del ciclo celular tiene un color asociado.

Sin embargo, uno de los puntos débiles del modelado basado en agentes es que no se pueden
llevar a cabo simulaciones con el mismo nimero de células que con un modelo continuo, ya que
la potencia computacional requerida para eso es de dificil acceso. En una simulacién con
modelado continuo se pueden utilizar facilmente 4 millones de células, pero con el modelado
basado en agentes, simulaciones del orden de 10000 células ya consumen bastante tiempo y se
necesita un ordenador personal de gama alta para ejecutarse.

En las simulaciones iniciales se han llevado a cabo los diferentes fendmenos que se ven en la
formacidn de la pseudoempalizada, pero por separado.

En dichas simulaciones se ha utilizado una poblacién de 1000 células y unas dimensiones del
chip menores que el de la simulacién de la pseudoempalizada, por reducir el tiempo
computacional. Las simulaciones que se han llevado a cabo son de migracién, limitando el valor
de oxigeno para evitar que se produjera proliferacion, de proliferacidn, limitando la movilidad
de las células para que no migraran, y de migracidn y proliferacién conjuntamente.

En la simulacidn de la formacién de la pseudoempalizada se han utilizado inicialmente 5000
células distribuidas de forma aleatoria por el chip, este chip ya tiene las mismas dimensiones
que el chip real utilizado en laboratorio y en las simulaciones con modelo continuo con las que
se ha comparado (14).

Para la simulacién solo se habilita el paso del oxigeno en un borde del chip y se observa como
las células a las que les llega el oxigeno migran inmediatamente hacia él. Mientras que a las que
no les llega el oxigeno se asfixian y entran en necrosis, quedandose asi en el margen izquierdo
del chip y reduciendo su volumen progresivamente con el paso del tiempo. Esta zona de células
muertas es el nucleo necrético.

Las células que consiguen migrar hasta el oxigeno, una vez han llegado a él, cambian su fenotipo
de migracién a proliferacion. Comienzan a proliferar y no se detendrian hasta que se cortara el
suministro de oxigeno y nutrientes a la zona en la que se encuentran. Esta proliferacién da lugar
a una zona de mayor densidad celular, creando una “barrera” de células. Dicha barrera celular
es la pseudoempalizada.

Se ve asi una diferenciacidn bien clara de la zona del nucleo necrético y la pseudoempalizada.

En la zona que queda vacia entre el nucleo necrdtico y la pseudoempalizada deberia haber
células vivas, como se ve en las graficas de la simulacion con modelado continuo (14) pero
debido a que el numero de células utilizando modelado basado en agentes es mucho menor al
utilizado en el modelo continuo, ahi se produce un hueco sin células.
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El resultado de este trabajo es alentador. Ha reforzado la eficacia y veracidad del modelado
basado en agentes en las simulaciones con células.

Supone un aliciente para continuar esta linea de investigacién porque la simulacién basada en
agentes ofrece un mayor grado de informacién sobre el problema que el modelado continuo y
es mucho mas rapida y econdmica que la experimentacion en laboratorio. Las simulaciones han
durado alrededor de 8 minutos cada una, y el tiempo de simulacidn eran 5 dias.

Las simulaciones con modelos basados en agentes pueden ser una herramienta muy util en los
proximos afios en la lucha contra el cdncer y en su investigacion.
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ANEXO | — CODIGO DEL ARCHIVO XML DE PHYSICELL

<PhysiCell settings version="devel-version">
<domain>
<x min>-250</x min>
<x_max>250</x max>
<y min>-400</y min>
<y max>400</y max>
<z min>-10</z min>
<z _max>10</z max>
<dx>20</dx>
<dy>20</dy>
<dz>20</dz>
<use_2D>true</use_2D>
</domain>

<overall>

<max_time units="min">7200</max time> <!-- 5 days * 24 h *

60 min -->
<time units>min</time units>
<space units>micron</space units>

<dt diffusion units="min">0.01</dt diffusion>
<dt _mechanics units="min">0.1</dt mechanics>
<dt_phenotype units="min">6</dt phenotype>

</overall>
<parallel>
<omp num_threads>6</omp num_ threads>
</parallel>
<save>
<folder>output</folder> <!-- use . for root -->

<full data>
<interval units="min">360</interval>
<enable>true</enable>

</full data>

<SVG>
<interval units="min">60</interval>
<enable>true</enable>

</SVG>

<legacy data>
<enable>false</enable>
</legacy data>
</save>

<options>

<legacy random points on sphere in divide>false</legacy random

.points on sphere in divide>

<virtual wall at domain edge>true</virtual wall at domain edge>

</options>

<microenvironment setup>
<variable name="oxygen" units="dimensionless"
<physical parameter set>
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- <diffusion coefficient
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.units="micron”2/min">100000.0</diffusion coefficient>
- <decay rate units="1/min">0.0</decay rate>

- </physical parameter set>

- <initial condition units="mmHg">38.0</initial condition>

- <Dirichlet boundary condition units="mmHg"
.enabled="true">38.0</Dirichlet boundary condition>

- <!-- use this block to set Dirichlet boundary conditions on
individual boundaries -->

- <Dirichlet options>

- <boundary value ID="xmin" enabled="true">38.0</boundary value>
- <boundary value ID="xmax" enabled="true">38.0</boundary value>
~ <boundary value ID="ymin" enabled="true">38.0</boundary value>
- <boundary value ID="ymax" enabled="true">38.0</boundary value>
- <boundary value ID="zmin" enabled="false">0</boundary value>

- <boundary value ID="zmax" enabled="false">0</boundary value>

- </Dirichlet options>

- </variable>

- <options>
- <calculate gradients>true</calculate gradients>

<track internalized substrates in each agent>true</track internalized
substrates in each agent>

- <!-- not yet supported -->

- <initial condition type="matlab" enabled="false">
- <filename>./config/initial .mat</filename>

- </initial condition>

- <!-- not yet supported -->

- <dirichlet nodes type="matlab" enabled="false">

- <filename>./config/dirichlet.mat</filename>
- </dirichlet nodes>

- </options>

- </microenvironment setup>

- <cell definitions>
- <cell definition name="default" ID="0">

le4 - <phenotype>
165 - <cycle code="6" name="Flow cytometry model (separated)">
166 - <!-- phases are: GO/Gl1 , S, G2, M —-->
168 - <!-- using higher than normal significant digits to match
divisions in default code
169 - use phase transition rates OR phase durations -->
71 - <!-- <phase transition rates units="1/min"> -->
172 - <!-- <rate start index="0" end index="1"
fixed duration="false">0.00334672</rate> -->
173 = <!-- <rate start index="1" end index="2"
fixed duration="true">0.00208333</rate> -->
74 - <!-- <rate start index="2" end index="3"
fixed duration="true">0.00416667</rate> -->
175 = <!-- <rate start index="3" end index="0"
fixed duration="true">0.0166667</rate> -->
176 - <!-- </phase transition rates> -->
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<!-- use phase transition rates OR phase durations -->
<phase durations units="min">
<duration index="0" fixed duration="true">300.0</duration>
<duration index="1" fixed duration="true">480</duration>
<duration index="2" fixed duration="true">240</duration>
<duration index="3" fixed duration="true">60</duration>
</phase durations>
</cycle>

<death>
<model code="100" name="apoptosis">
<death rate units="1/min">5.31667e-05</death rate>
<!-- use phase transition rates OR phase durations -->
<l --

<phase durations units="min">
<duration index="0" fixed duration="true">516</duration>
</phase durations>
<parameters>
<unlysed fluid change rate
units="1/min">0.05</unlysed fluid change rate>
<lysed fluid change rate
units="1/min">0</lysed fluid change rate>
<cytoplasmic biomass change rate units="1/min">1.66667e-
02</cytoplasmic biomass change rate>
<nuclear biomass change rate units="1/min">5.83333e-
03</nuclear biomass change rate>
<calcification rate units="1/min">0</calcification rate>
<relative rupture volume
units="dimensionless">2.0</relative rupture volume>
</parameters>
</model>

<model code="101" name="Necrosis">
<death rateunits="1/min">0.0</death rate>

<!-- use phase transition rates OR phase durations -->
<!-- necrosis uses phase duration[0] = 0 so that it always
immediately
tries to transition and instead checks volume against the
rupture
volume -->
<!-- <phase transition rates units="1/min">

<rate start index="0" end index="1"

fixed duration="false">9%9e9</rate>
<rate start index="1" end index="2"

fixed duration="true">1.1574le-5</rate>
</phase transition rates> -->

<phase durations units="min">

<duration index="0" fixed duration="false">200</duration>
<duration index="1" fixed duration="true">86400</duration>
</phase durations>

<parameters>

<unlysed fluid change rate
units="1/min">0.05</unlysed fluid change rate>

<lysed fluid change rate
units="1/min">0</lysed fluid change rate>
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<cytoplasmic biomass change rate units="1/min">1.66667e-
02</cytoplasmic biomass change rate>

<nuclear biomass change rate units="1/min">5.83333e-
03</nuclear biomass change rate>

<calcification rate units="1/min">0</calcification rate>

<relative rupture volume
units="dimensionless">2.0</relative rupture volume>

</parameters>

</model>

</death>

<volume>

<total units="micron”3">2494</total>

<fluid fraction units="dimensionless">0.75</fluid fraction>
<nuclear units="micron”3">540</nuclear>

<fluid change rate units="1/min">0.05</fluid change rate>

<cytoplasmic biomass change rate
units="1/min">0.0045</cytoplasmic biomass change rate>

<nuclear biomass_ change rate
units="1/min">0.0055</nuclear biomass change rate>

<calcified fraction units="dimensionless">0</calcified fraction>
<calcification rate units="1/min">0</calcification rate>

<relative rupture volume
units="dimensionless">2.0</relative rupture volume>
</volume>

<mechanics>
<cell cell adhesion strength
units="micron/min">0.4</cell cell adhesion strength>
<cell cell repulsion_ strength
units="micron/min">10.0</cell cell repulsion strength>
<relative maximum adhesion distance
units="dimensionless">1.25</relative maximum adhesion distance>

<options>

<set relative equilibrium distance enabled="false"
units="dimensionless">0.5</set relative equilibrium distance>

<set absolute equilibrium distance enabled="false"
units="micron">15.12</set absolute equilibrium distance>

</options>

</mechanics>

<motility>

<speed units="micron/min">0.5</speed>

<persistence time units="min">1l</persistence time>
<migration bias units="dimensionless">0.5</migration bias>

<options>
<enabled>true</enabled>
<use_2D>true</use_2D>
<chemotaxis>
<enabled>true</enabled>
<substrate>oxygen</substrate>
<direction>1l</direction>
</chemotaxis>
</options>
</motility>
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- <secretion>

- <substrate name="oxygen">

- <secretion rate units="1/min">0</secretion rate>

- <secretion target units="substrate density">1l</secretion target>
- <uptake rate units="1/min">6.0</uptake rate>

- <net_export rate units="total substrate/min">0</net export rate>
- </substrate>

- </secretion>

- <molecular />

- </phenotype>

- <custom data>

- <sample units="dimensionless">1.0</sample>
- </custom_ data>

- </cell definition>

- </cell definitions>

- <initial conditions>

- <cell positions type="ecsv" enabled="false">
- <folder>./config</folder>

- <filename>cells.csv</filename>

- </cell positions>

- </initial conditions>

- <user_ parameters>
- <random seed type="int" units="dimensionless">0</random seed>
- <!-- example parameters from the template -->

- <div_initialization type="divider" description="---

Initialization settings---"/>

317 - <!-- tissue setup -->

318 - <!-- <tumor radius type="double"
units="micron">200</tumor radius> -->

- <number of cells type="int" units="none" description="initial
number of cells (for each cell type)">5000</number of cells>
- </user parameters>

- </PhysiCell settings>
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ANEXO Il — CODIGO MATLAB

1 % Graficar la concentracion celular de la simulacion

2 - % Se establece el tamafio del chip, la posicidén de las células y en

.................. cuantos

3 - % tramos se divide la longitud del chip.

4 —

5 - %Se establecen los valores iniciales de las variables

6 —

7 - n = 101; S%Spuntos en los que se divide el chip

8 -

9 - %Establecemos las dimensiones del chip

10 - Lx = 916;

11 - Ly = 2000;

12 -

13 - %Se divide el chip en tramos iguales

14 - x = linspace (-Lx/2, Lx/2, n) %Los puntos que marcan el inicio y

el final de cada tramo

15 - deltaX = Lx/ (n-1);

16 -

17 - %Se cargan los datos de PhysiCell

18 - load('output00000036 cells physicell');

19 - pos _cel = cells(2,:); %Posicidn en x de cada célula

20 - pos_cel y = cells(3,:); %Posicidén en y de cada celula

21 - salud = cells (7,:); S%Estado celular. Si el valor es menor de 100
es que las

22 - %células estan vivas. Si es =100 o superior estan muertas, en
apoptosis,

23 - %lisis, etc

24 -

25 - m = length(cells) %Se introduce en una variable el numero de
células que hay para que luego el contador

26 - %recorra todas las células

27 -

28 - CC = zeros(l,n-1); %Se pone a cero el contador de concentracion
celular sin distinguir entre vivas o muertas

29 - CCV = zeros(l,n-1); %Se pone a cero el contador de concentracion
células vivas

30 - CCM = zeros(l,n-1); %$Se pone a cero el contador de concentracion
células muertas

31 - CCVy = zeros(l,n-1); %Se pone a cero el contador de células vivas
en la regidén central de Ly

32 - CCMy = zeros(l,n-1); %Se pone a cero el contador de células
muertas en la regién central de Ly

33 - for tramo=1l: (n-1)

34 - for i=l:m

35 - if ((x(tramo) < pos cel(i)) && (x(tramo+l) > pos cel(i)) )

36 - CC(tramo) = CC(tramo) + (1/(deltaX*Ly));

37 - end;

38 - end;

39 - end;

40 -

41 -

42 - %Se calcula la concenctracidén celular para todos los tramos
diferenciando

43 - %Sentre celulas vivas o muertas

44 - for tramo=l:(n-1)

45 - for i=1l:m

46 - if ( (x(tramo) < pos cel(i)) && (x(tramo+l) > pos cel(i))

&& (salud(i) < 100) )
47 - CCV (tramo) = CCV (tramo) + (1/(deltaX*Ly));

60



%5 Universidad

_,|.|,|_ Zaragoza
elseif ( (x(tramo) == pos cel(i)) || (x(tramo+l) ==
pos cel(i)) && (salud(i) < 100) )

CCV (tramo) = CCV(tramo) + (0.5/(deltaX*Ly));
elseif ( (x(tramo) < pos cel(i)) && (x(tramo+l) >
pos cel(i)) && (salud(i) >= 100) )

CCM (tramo) = CCM(tramo) + (1/(deltaX*Ly));
elseif ( (x(tramo) == pos cel(i)) || (x(tramo+l) ==
pos_cel(i)) && (salud(i) >= 100) )

CCM(tramo) = CCM(tramo) + (0.5/(deltaX*Ly));

end;
end;
end;

%Se calcula la concentracién celular para todos los tramos
seleccionando
$solo las células pertenecientes al territorio central del chip

para evitar

%el efecto de los bordes

for tramo=1: (n-1)
for i=1:m

if ( (x(tramo) < pos cel(i)) && (x(tramo+l) > pos cel(i))
&& (salud(i) < 100) && (pos_cel y(i) <= (Ly/4)) &s&
(pos_cel y(i) >= (-Ly/4)) )
CCVy (tramo) = CCVy(tramo) + (1/(deltaX*Ly));
elseif ( (x(tramo) == pos cel(i)) || (x(tramo+l) ==
pos _cel(i)) && (salud(i) < 100) && (pos_cel y (i) <=
(Ly/4)) && (pos_cel y(i) >= (-Ly/4)) )
CCVy (tramo) = CCVy(tramo) + (0.5/(deltaX*Ly));
elseif ( (x(tramo) < pos cel(i)) && (x(tramo+l) >
pos_cel(i)) && (salud(i) >= 100) && (pos_cel y (i) <=
(Ly/4)) && (pos_cel y(i) >= (-Ly/4)) )
CCMy (tramo) = CCMy (tramo) + (1/(deltaX*Ly));
elseif ( (x(tramo) == pos cel(i)) || (x(tramo+l) ==
pos cel(i)) && (salud(i) >= 100) && (pos_cel y(i) <=
(Ly/4)) && (pos_cel y(i) >= (-Ly/4)) )
CCMy (tramo) = CCMy (tramo) + (0.5/(deltaX*Ly));
end;
end;
end;

%Se aplica el factor de conversidn
CCM = (10712*CCM)/ (250%2.72926) ;
CCcv (107"12*CCV) / (250*%2.72926) ;
CC = (10712*CC)/(250%2.72926) ;
CCVy = (10712*CCVy)/ (250%*2.72926) ;
CCMy (10"12*CCMy) / (250*2.72926) ;

%$Se genera un vector que divida la longitud del chip en tramos
iguales para

$representarlo en la gréafica

ejeX = linspace (-Lx/2,Lx/2,n-1);

%Se grafican las concentraciones celulares frente a la longitud
del chip

figure (1)

plot (ejeX,CCV,ejeX, CCM)

title('Concentraciédn celular en la pseudoempalizada');

xlabel ('Longitud del chip [\mum]"');

ylabel ('Concentracién celular [Cell/mL]");
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93 legend ('Concentracion celulas vivas', 'Concentracion celulas
muertas')
94 figure (2)
95 plot (ejeX, CC)
96 title('Concentracién celular en la pseudoempalizada');
97 xlabel ('Longitud del chip [\mum]"');
98 ylabel ('Concentracién celular [Cell/mL]");
99 figure (3)

100
101
102
103
104

plot (ejeX,CCVy,ejeX,CCMy)

title('Concentracién celular en la regidn central del chip');

xlabel ('Longitud del chip [\mum]"');

ylabel ('Concentracién celular [Cell/mL]");

legend ('Concentracion celulas vivas',
muertas')

'Concentracion celulas
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