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RESUMEN

Simulacién por Elementos Finitos del proceso de rotura de
interfaces cohesivas de colageno

Entender el proceso mecanico de cicatrizaciéon de heridas puede ayudar a mejorar su
tratamiento. Aunque todavia no se comprende completamente este proceso, se sabe que el éxito
en la curacion de las heridas depende fuertemente de la contraccién mecanica que ejercen las
células y que, concretamente, son los fibroblastos junto con los miofibroblastos los principales
tipos celulares que desarrollan esta contraccién.

Con el objetivo de entender las fuerzas que ejercen los fibroblastos, se realizé un primer
experimento en laboratorio que pretendia recrear el ambiente celular de la cicatrizaciéon de
heridas. Para ello, se insertan fibroblastos junto con un gel de colageno en dispositivos
microfluidicos. Estos pequefios dispositivos trabajan con niveles de 1079 hasta 1072 litros,
destacando sobre otras técnicas experimentales por permitir un mayor control del proceso asi
como por su menor tiempo de procesamiento.

En estos experimentos, sin embargo, el colageno se despegaba del dispositivo debido a las
fuerzas de contraccién generadas por los fibroblastos, impidiendo su analisis. Se observé que
una excesiva concentracion de células era el detonante de la pérdida de adhesion del colageno al
dispositivo. También se concluyd que este despegue era progresivo una vez se habia iniciado el
dafio del mismo.

Por tanto, en el presente Trabajo Fin de Grado se ha simulado por Elementos Finitos
(ABAQUS) este experimento con el objetivo de estimar, en 0ltima instancia, cudl es la
concentraciéon optima de fibroblastos que impide el despegue del colageno. Como primera
aproximacién se ha modelado el coladgeno como un material hiperelastico segin un modelo
Neohookeano.

Ademas, para poder caracterizar la adhesién del colageno al dispositivo microfluidico, se
desarrollé otro experimento en laboratorio en el que no se incluian los fibroblastos pero se
aplicaba un gradiente de presiéon entre los extremos del dispositivo microfluidico, lo cual
permitia controlar mejor el proceso de rotura del gel. Este experimento se ha simulado también
por Elementos Finitos (ABAQUS) en el presente trabajo, modelizando la adhesién entre
colageno vy el dispositivo con elementos interfaz cohesivos.

Las propiedades de la adhesiéon determinadas en este experimento se incluyeron en el test de
contracciéon celular, en el que si estaban presentes los fibroblastos. El tamafio de los elementos
de la malla se ha seleccionado a partir del tamafio aproximado de los fibroblastos para poder
simular estas células como totalmente embebidas en la matriz de coldgeno. Ademas, dada la
disposicion no uniforme de estas células en el dispositivo, se tuvo que seleccionar aleatoriamente
los elementos de la malla en los que se encontrarian las células, implementando para ello un
codigo en Blue] (Java). Se comenzé imponiendo una concentraciéon muy elevada y se ha ido
disminuyendo progresivamente hasta determinar la concentraciéon celular a partir de la cual la
adhesion entre colageno y dispositivo se mantiene.

Finalmente, se ha determinado que el rango de concentracién de fibroblastos estimado en las
simulaciones se encuentra en concordancia con los resultados experimentales; por encima de
este rango, la fuerza de contraccién es tan elevada que el colageno se empieza a despegar de las
paredes del dispositivo. Estos resultados permitieron validar el modelo propuesto, lo cual hizo
posible también extrapolar este modelo a otro tipo celular, los osteoblastos, caracterizados por
desarrollar unas fuerzas de contraccion mucho mas elevadas que los fibroblastos. Igualmente, el
rango hallado en las simulaciones se aproximé al rango de los experimentos de laboratorio.
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Capitulo 1

Introduccion

En el desarrollo del presente trabajo se estudia el proceso de cicatrizacién de heridas,
fuertemente influenciado por la mecanica. Durante este proceso de cicatrizacion, el fenémeno
de la contraccién es uno de los mas importantes ya que influye en el tamano final de la cicatriz y
en el éxito o no de la curacién.

Las heridas afectan a millones de personas en todo el mundo, no sélo cuando sufren un
accidente traumatico, sino también como resultado de incisiones en cirugia. En cualquier caso,
la cicatrizacién de heridas se produce después de que ocurra dafio en la piel.

La evolucion del proceso de cicatrizacién depende de la severidad del dafio que se haya
producido en la piel. Sila herida es leve, se cicatriza generalmente a través de una serie de
procesos bien organizados sin necesidad de un tratamiento especial, sin embargo, en aquellos
casos en los que las heridas causan un dano excesivo es necesario aplicar diferentes técnicas para
lograr su curacion. El coste anual que generan este tipo de heridas crénicas asciende a los 25000
millones de délares sélo en los Estados Unidos, afectando a un total de 6.5 millones de personas
(Sen et al. 2009).

La cicatrizacién de heridas se suele dividir en tres etapas superpuestas en el tiempo que
pueden durar varios meses o incluso anos. Estas etapas se denominan inflamacién, epitelizacién

y remodelacién (Singer and Clark 1999).

1. La inflamacion comienza cuando aparece la lesién. En ese momento la matriz extracelular
(ECM), definida como el conjunto de fibras que proporcionan resistencia a la piel, se
sustituye por un coagulo de sangre proveniente de los vasos rotos y factores de crecimiento
inflamatorios, como el derivado de las plaquetas (PDGF), para estimular la actividad celular.
Posteriormente, los vasos se cierran para detener el sangrado (hemostasia) y un coagulo de
fibrina reemplaza el coagulo de sangre. Las células inflamatorias (neutréfilos y macréfagos)
limpian la herida y eliminan bacterias, tejido muerto y otras particulas extrafias, empleando
unas 48 horas hasta dejarlo completamente limpio. Finalmente se liberan otros factores de
crecimiento (TGF-f y VEGF) que guiaran la proxima etapa.

2. La epitelizacién o formacion de nuevo tejido empieza unas horas después de que se
produzca la herida, durando entre 2 y 10 dias (Gurtner et al. 2008). El coagulo de fibrina es
eliminado y reemplazado por tejido granular que, poco después, serd sustituido por una
nueva matriz extracelular constituida principalmente por coldgeno. Algunos tipos celulares
que estan presentes en la piel, como los fibroblastos, se infiltran en el sitio de la herida, se
activan y se diferencian a miofibroblastos debido a la deformacion de la matriz extracelular.
Ambas especies celulares secretan colageno, inicialmente de tipo III, que se sustituye a lo
largo del tiempo por colageno mas fuerte, de tipo I. En esta etapa se forman nuevos vasos
sanguineos a partir de los dafiados, en el proceso llamado angiogénesis. Este proceso permite
restablecer el flujo normal de sangre y nutrientes del tejido (Gray et al. 1993) y también el
suministro de oxigeno necesario para la actividad celular.

En esta etapa se produce un fenémeno muy importante, que se estudiara en el presente
trabajo, como es la contraccion del tejido debido a las fuerzas que las células (fibroblastos y
miofibroblastos) ejercen en respuesta al cambio en las propiedades del material en la zona
daftada. Una vez concluido este proceso se forma la cicatriz inicial.
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3. Al comienzo de la remodelacidn, las fibras de colageno estan orientadas aleatoriamente.
Sin embargo, tras unos meses tienden a orientarse a lo largo de direcciones preferenciales,
generalmente paralelas a las lineas de tension de la piel. Aunque las propiedades del tejido
evolucionan aumentando la resistencia a traccién, nunca se llega a recuperar por completo
las propiedades resistentes del tejido sano.

El conocimiento de las propiedades de la piel durante todo el proceso de cicatrizacién ha
sido una cuestién de estudio en las altimas décadas con el fin de proponer nuevas técnicas que
favorezcan dicho proceso y prevenir la aparicién de complicaciones.

Aunque tradicionalmente se han investigado las heridas con experimentos en seres vivos
(Neuzi et al. 2012), las implicaciones éticas siempre estan presentes. Se han utilizado también los
cultivos celulares pero sus resultados son dificiles de extrapolar al comportamiento real de la
herida, fundamentalmente debido a su naturaleza bidimensional. Existe, sin embargo, una
tecnologia que se centra en la reproduccion del ambiente celular i vitro en pequenos dispositivos
llamados dispositivos microfluidicos (Moreno-Arotzena et al. 2014).

En el presente trabajo se investigard el proceso de contraccion de heridas con la ayuda de
dichos dispositivos microfluidicos. Estos son pequeiios laboratorios (lab-on-a-chip) que permiten
la experimentacién con bajas cantidades de material (1072 a 10718 litros), menores tiempos de
respuesta y, dado que es posible realizar los experimentos con flujo laminar, se tiene un elevado
control del proceso. Ademas, gracias a la recreaciéon del ambiente en 3D, se tiene un cultivo
celular i vitro cuyas condiciones se parecen aun mas a las condiciones que se darian i vivo en
placas de cultivo, algo insélito hasta el momento.

Aunque en los siguientes capitulos se vera en detalle, se muestran a continuacién una serie de
imagenes de uno de los dispositivos empleados (figura 1).

(¢) (b)

Agujeros de inserccion
de colageno

Canales de entrada
de colageno

.

X

(c)

Figura 1. (a) Dispositivo microfluidico real, con unas dimenstiones aproximadas de 160 micrémetros de didmetro
y 300 micrémetros de espesor; (b) Representacion de las partes principales de un dispositio microfluidico. En verde los
canales de entrada de agua por medio de dos orificios donde se inserta la bomba de entrada; en azul los canales de salida
con dos orificios para insertar la bomba de salida (succidn); en rosa los canales de entrada de coldgeno, postes y parte
central del dispositivo; (¢) Representacion detallada de la parte central del dispositivo.

10



Capitulo 1: Introduccion

Para poder simular este proceso de cicatrizaciéon, se debe conocer en primer lugar la
composicion de la piel. En un primer nivel, la piel estd compuesta por la ECM vy las células. El
colageno es el componente mas abundante de la ECM vy el encargado de darle la mayor parte
de su resistencia (Apuntes de Histologia, Facultad de Medicina, Zaragoza). Es un biopolimero
natural que desempefia funciones mecdanicas y fisioloégicas en muchos de los sistemas del
organismo. Se considera, también, como una de las proteinas mas abundantes que existen en el
cuerpo humano, pudiéndose diferenciar varios tipos en funciéon de la zona del cuerpo
considerada.

Es importante destacar la relaciéon existente entre las propiedades microscopicas y
macroscopicas del gel de colageno. De esta manera, propiedades como el tamafio de malla del
colageno dependen de la concentracién de este y de sus condiciones de polimerizacién.

Por tanto, para simular la contraccién de la piel en el laboratorio de la forma mas realista
posible, se utilizan geles con fibras de colageno embebidas en los que se incluyen también las
células que hacen las fuerzas de contraccién, como los fibroblastos. En el laboratorio se estimé
que el modulo de cizalladura del gel de colageno era de 15 Pa (Moreno-Arotzena et al. 2015).

1.1. Antecedentes

Se ha desarrollado en laboratorio un experimento para simular el proceso de contracciéon de
heridas mediante la insercién de geles de colageno en dispositivos microfluidicos con células
embebidas. Sin embargo, se ha observado una falta de adhesiéon del coldgeno al dispositivo
debido a las fuerzas que ejercen las células.

1.2. Objetivo

El objetivo principal del presente trabajo es la determinaciéon de la concentracion celular
6ptima en dispositivos microfluidicos, que evitara que el colageno se despegue de estos. Por
tanto, sera imprescindible el analisis y caracterizacién del proceso de rotura o despegue del
colageno.

El modelo de contraccién desarrollado se aplicara a los dispositivos microfluidicos para
mejorar el diseno de los experimentos y, con ello, poder entender mejor el proceso de
contracciéon de heridas.

1.3. Metodologia general

El trabajo se divide en dos partes bien diferenciadas. Primero, se determinardn las
propiedades de la adhesion colageno-postes del dispositivo. En segundo lugar, se determinara la
concentracion celular 6ptima que evita el despegue del colageno. Para cada una de estas partes
se realizard un experimento en laboratorio que permitira validar los resultados que se obtengan
teéricamente con el software comercial de Elementos Finitos ABAQUS.

Sera imprescindible realizar en primer lugar el experimento que caracterice la unién para,
después, aplicar las propiedades de esta a la interfaz (unién) del segundo experimento.

Debido a la elevada variabilidad en los resultados de los experimentos, se realizara una
validacién cualitativa entre la configuraciéon deformada del colageno de los resultados tedricos y
la de los experimentos (figura 2).
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Figura 2. Diagrama de_flyjo sobre la metodologia general
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Capitulo 2

Determinacion de las propiedades de
la adhesion colageno - PDMS

2.1. Objetivo

El siguiente es el primero de una serie de dos experimentos, con el cual se pretende
caracterizar las propiedades de la adhesion del gel de colageno a las paredes del dispositivo para
poderlas introducir en el segundo experimento. Se busca un orden de magnitud, no un valor
exacto, ya que hay numerosas variables desconocidas en el proceso que podrian influir en el
calculo mas preciso.

2.2. Metodologia

Para determinar las caracteristicas de esta adhesién se empezard estableciendo unas
propiedades muy altas, esto es, se hace la uniéon muy rigida. A continuacién, se iran
disminuyendo estos valores progresivamente hasta conseguir imitar la deformacién del colageno
de los experimentos en el programa de Elementos Finitos ABAQUS. Sera imprescindible
analizar el comportamiento que estd teniendo el colageno en laboratorio para saber si hay que
hacer la adhesién mas o menos rigida en direccién normal o tangencial.

2.3. Descripcion del experimento

Para poder cuantificar la adhesion del gel de colageno a los postes del dispositivo, se decidid
crear un gradiente de presiéon en la parte central del dispositivo y ver hasta qué rango podia
aguantar el gel sin despegarse. Para inducir este gradiente se dispone de dos bombas, una de
entrada y otra de salida, que hacen circular agua transversalmente a la parte central. Estas
bombas disponen tnicamente de un conducto principal de salida. Sin embargo, como se quiere
que el caudal se distribuya uniformemente en el dispositivo, se subdivide este conducto en dos
conductos mas pequefios. Estos dos canales se conectan a los agujeros 1 y 2 de la figura 3. El
mismo método se aplica a la bomba de salida, pero con los agujeros 3 y 4 de la figura 3.

En primer lugar, se introduce el gel de colageno por los agujeros 5 y 6 (figura 3) por medio
de una jeringuilla. El gel avanza por los canales hasta quedarse en reposo en la parte central del
dispositivo (zona roja en la figura 3). Una vez terminado este proceso, se deja reposar el gel unas
24 horas, hasta que polimeriza. Es en ese momento cuando las bombas empiezan a actuar. El
flujo de agua discurre primero por el canal verde (figura 3) hasta que llega a contactar con el gel
de colageno; seguidamente, la segunda bomba que esta succionando lleva la mezcla por el canal
azul (figura 3) hasta los agujeros de salida. Durante todo el proceso se impone continuidad de
caudal, lo cual permitira tomar el gradiente de presiéon como constante.
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Figura 3 . Disposicion del primer experimento y descripcion de las partes principales

2.3.1. Materiales empleados

El material empleado en la fabricacion de los dispositivos microfluidicos es el
polidimetilsiloxano (PDMS), material perteneciente al grupo de las siliconas. Este material se
caracteriza por no impedir el crecimiento y desarrollo de las células. Aunque en este primer
experimento no hay presentes ningan tipo de células, es importante mantener las condiciones
iguales para el segundo experimento en el que intervendran los fibroblastos.

En cuanto al material empleado para simular el colageno, se ha seleccionado el colageno tipo
I ya que esta tipologia esta presente en la piel humana. Concretamente, se ha seleccionado el
colageno tipo I de cola de rata pues es el Gnico disponible en el mercado. Tiene especial
importancia que los geles tengan un pH de 7.4, ya que un aumento de este factor provocaria un
aumento cn la rigidez del gel (Yamamura et al. 2007).

2.3.2. Resultados experimentales

Se realizaron diferentes pruebas experimentales en los laboratorios del Instituto Universitario
de Investigacion de Ingenieria de Aragén (I3A) por Cristina del Amo, en los que se imponia un
rango de caudal cada vez mas elevado hasta que se determiné, aproximadamente, cual era el
rango maximo que podia aguantar el gel sin despegarse del dispositivo. Todas estas pruebas han
sido captadas en video para poder analizar detalladamente cémo se comporta el colageno.
Aunque la variabilidad es alta, se ha observado que la unién resiste un incremento lineal de
caudal de 50 a 1000 microlitros por minuto en 4 minutos. En la figura 4 se muestra la posicién
del colageno, marcada en blanco para una mayor claridad, en los instantes inicial y final del
experimento.

(b)

Figura 4. (a) Configuracion del coldgeno al inicio del experimento (escala 100 um); (b) Configuracion deformada
del coldgeno al término del experimento (escala 100 um)
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Esta variabilidad puede ser debida a la posible presencia de burbujas de aire en los canales
de entrada y salida. Dado que el canal de entrada de la bomba se divide en dos canales (ver
figura 3), si en uno de esos dos canales se forma una burbuja de aire, el caudal deja de ser
simétrico y, por tanto, se alteran los resultados del experimento. La pérdida de simetria durante
la polimerizacién del gel es también un factor que aporta variabilidad al experimento.

2.4. Analisis teodrico

Para simular las condiciones del experimento es necesario conocer el gradiente de presiones
presente en el dispositivo. Se asumen una serie de hipétesis para determinar dicho gradiente a
partir de la variacién de caudal que se introduce en el dispositivo.

En primer lugar, dado que el caudal es constante entre entrada y salida, el gradiente de
presion también lo sera. Esta hipotesis se sustenta por la ley de Darcy, la cual relaciona el caudal
(Q) con la variacién del volumen (V) en un diferencial de tiempo (t), de la siguiente forma:

av
Q=E=k’-i-A (D
donde
k' = coeficientede permeabilidad (L/T)
i = gradiente hidraulico (adimensional)
A = seccién transversal (L?)

La permeabilidad es la propiedad que tienen los materiales porosos de permitir el flujo de
agua a través de sus vacios. El gradiente hidraulico, por su parte, se puede definir en términos
fisicos de la siguiente manera:

Ah
i=— @
con
Ah = cargadisipada en la filtracion (L)
L = distancia en la que se disipa la carga (L)

También es posible determinar el valor del coeficiente de permeabilidad:

k
k' = 0 Yriwido (3)

donde

k = permeabilidad especifica del medio poroso (L?)

Yfido = peso especifico del fluido circulante (LZI‘;Z)

U = viscosidad dindmica del agua (%)

El peso especifico se puede tomar como constante si no varia la temperatura del liquido. Por
su parte, la permeabilidad especifica es constante para un material dado con porosidad dada vy,
ademas, es independiente de las propiedades fisicas del liquido que filtra por el material. Se
puede definir, segin la porosidad (n) y el radio de los poros (R), como:

k_n-RZ
~ 8

(4
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Para la permeabilidad especifica del colageno del experimento, magnitud propia para cada
material, se estimé en laboratorio que el valor era de 1-107*2 m? (Moreno-Arotzena et al.

2015).
Si se sustituye la expresion (1), el gradiente hidraulico se puede expresar como sigue:

Q0 v
Crate ©

En esta altima expresion se introduce la expresion (3) quedando:
i= 7 Q =k.yQ 'M.A ©
H “Vfiuido A fluido
Si ahora se multiplica por el peso especifico del fluido circulante, se obtiene el gradiente de
presiones:

] . dpP M
lp = Yfiuido "1 = dL en 1272 ™)

Por altimo, se sustituye la relacion que se obtuvo en (6) en la expresion (7) y se obtiene:

Q-p . _Q-u
k'yfluido'A k-A
El valor de la viscosidad dinamica del agua depende de la temperatura a la que se

desarrollan los experimentos. En estos, para tratar de simular la temperatura del cuerpo
humano, se toman 37°C.

®)

ip = Yfiuido *

k
u (T = 37°C) = 0.000692 —2_
m-s

En cuanto al area de la secciéon transversal, se calcula a partir de la zona de entrada de gel
presente en el dispositivo:
A = 1503700 um?
siendo 150 um la altura del canal (espesor) y 3700 um el espacio total entre los postes de uno

de los lados del dispositivo (hay 37 postes en cada lado y entre cada uno de ellos una separaciéon
de 100 um), marcado en rojo en la figura 5.

[
100 S

1&&&&&&&&&&&&&&&&&&&& JAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAY

Figura 5. Seccion de entrada del gel, unidades en micrémetros

Si se sustituyen los valores numéricos vistos hasta el momento en la expresion (8), se llega a:
kg
C)

i =0 - 1078
i, =0Q-2.082-10 - 52

Finalmente, se multiplica el resultado anterior (9) por la distancia (L) que separa las dos
hileras de postes (acotado en la figura 5):

L =1300 um
kg
um - s?

i, =0Q-2.707-107° 10
p
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Partiendo de los experimentos realizados en los que se variaba el caudal de 50 pul/min a
1000 ul/min y con la relacién anterior (10), se puede calcular la variacién de caudal (figura 6.a)
y la variacién del gradiente de presion (figura 6.b):

1200 30
Z 1000 25
g 800 = 20
S 600 8 15
T 400 210
S 200 5
0 0
0 100 200 300 0 100 200 300
Tiempo (s) Tiempo (s)
(a) (b)

Figura 6. (a) Variacion del caudal en 4 minutos impuesto en los experimentos; (b) Variacion de presion en funcion
del tiempo a partir de la variacion de caudal

Por tanto, la presién varia entre 1.35 kPa y 27.07 kPa para el rango de caudal indicado
anteriormente.

2.4.1. Propiedades de los materiales

Se especificaran en este apartado las propiedades tanto del gel de colageno como del PDMS.
Ademas, se incluye aqui la explicacion de la union colageno — poste.

=  Propiedades del coldgeno

Como primera aproximacion, se modelara el colageno como un material hiperelastico segin
un modelo Neohookeano. El médulo de cizalladura (G), determinado experimentalmente, es de
15 Pa (Moreno-Arotzena et al. 2015). Por tanto, las propiedades son:

N
€, =7.5107° —
um

N
D, = 1.625- 1075 —
um

Se ha supuesto un coeficiente de Poisson (v) de 0.3, tal y como se estimé en los trabajos

experimentales.

= Propiedades de los postes

El material de los postes se considera elastico lineal con un médulo elastico muy grande en
relaciéon con el del colageno para que dicho poste no se deforme. Como primera aproximacion
se toma:

uN
pm?
v=203

E =100
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=  Propiedades de la interfaz

Se ha observado en los experimentos que la unién colageno — postes no es una adhesion
perfecta, sino que su despegue es gradual y, cuando se llega a un caudal limite, se produce la
rotura total de la unién. Por tanto, se simulard este fenémeno mediante elementos del tipo
interfaz.

Teoéricamente, la rotura de la interfaz se caracteriza por poseer una curva tensiéon —
deformacién como la de la figura 7.a. En ella se tiene una primera zona lineal (curva azul de la
figura 7.a) donde se cumple la ley de Hooke. Por tanto, la pendiente de esta primera curva
representara la rigidez de la unién (K). Sin embargo, en cuanto se alcanza una tensién (t°) y
desplazamiento limite (§°) comienza a romperse (curva verde de la figura 7.a) hasta que la
tensién vuelve a hacerse cero, momento en el cual la uniéon se ha roto por completo. Estos
puntos de tensién y desplazamiento de iniciaciéon del dafio y desplazamiento hasta la rotura
(6r) son algunos de los parametros que han sido determinados en el presente trabajo.

Ademads, hay que destacar que la iniciacién del dafio es producida inicamente por traccién,
nunca bajo compresiéon. En la interfaz, se define siempre la direccién normal 3 en la direccién
del espesor del elemento (figura 7.b). Por su parte, las direcciones 1 y 2 son direcciones
tangenciales.

t0 |77

-

\ 4

50 8y

(¢) (b)

Figura 7. (a) Curva tedrica tension - deformacion de la interfaz; (b) Representacion de las direcciones
principales de la interfaz

Las tensiones nominales (t, t, t3) presentes en la interfaz son la fuerza dividida por el area
inicial en cada punto de integracién, mientras que las deformaciones nominales (&4, €5, €3) son
las separaciones o desplazamientos (81, 85, 63) divididos por el espesor (T,) en cada punto de
integracion. Al hacer este espesor de valor de 1, se consigue que los desplazamientos sean
iguales a las deformaciones, tal y como se demuestra en la siguiente expresion:

1 82 83
El:T_'EZZT_'EBZT_ (11)
o o o

El vector tension (t) se puede definir también, en la parte lineal y teniendo en cuenta que no
existe acoplamiento, como:

tl K11 0 0 81
t = tZ = 0 KZZ 0 82 = Kg (12)
t3 0 0 K33 &3

donde K es la matriz de rigidez.
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En este modelo, la iniciaciéon del dafo se produce cuando se alcanza, en cualquiera de las
tres componentes principales, la tensién de iniciacion (tf,t9,t9) fijada a priori, es decir:

by ty t3

max{—,—o,—}=1 (13)

tl t2 t30

Una vez se ha iniciado el dafio en una direccién, aunque en el resto de componentes no se
haya llegado a ese valor limite, también comienza el dafio en las mismas. A continuacién, la
tensién comienza a disminuir conforme sigue aumentando la separacion hasta llegar al
desplazamiento de rotura, siguiendo un decremento lineal tal y como se indicé en la figura 7.a.

2.4.2. Geometria

En primer lugar, conviene destacar la simplificaciéon efectuada en la geometria. Partiendo de
la geometria total del chip con los 36 postes se decidid, por ahorrar tiempo de procesamiento y
dado que s6lo se busca un orden de magnitud de las propiedades, tomar tan sélo la parte central
del dispositivo, considerando este lo suficientemente largo (figura 8).

Figura 8 . Simplificacion de la geometria del microchip y condiciones de contorno

Teniendo en cuenta esta simplificacion, las dimensiones exactas que se van a modelar son las
que se indican en la figura 9. El dispositivo, tanto los postes como el coldgeno, tienen una altura
de 150 um. Cabe destacar que todos los postes tienen las mismas dimensiones.
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Figura 9. Dimensiones de la parte simplificada del microchip, en micrometros

Se ha considerado que la interfaz tiene un espesor de 1 micrémetro, inapreciable a simple
vista (figura 10).

Figura 10. Disposicion de la interfaz

2.5. Simulacién por Elementos Finitos

Se emplea para todas las simulaciones el software comercial de Elementos Finitos ABAQUS.

2.5.1. Mallado

Tras realizar un analisis de sensibilidad de la malla se concluyé que mallando mas fino
simplemente la zona que va a estar sometida a una mayor deformacion (espacio entre postes), se
podia ahorrar tiempo de procesamiento sin perjudicar los resultados (figura 11). El tamafo de
elemento para esta parte central fue de 20 micrémetros mientras que el resto fue mallado con
un tamafio de 40 micrémetros, haciendo un total de 5184 elementos (4548 para el colageno,
312 para los postes y 324 para la interfaz).
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Figura 11. Mallado del microchip

Los elementos empleados para el mallado del colageno y los postes fueron hexaedros (G3D8)
mientras que para la interfaz se usaron elementos cohesivos hexaédricos (COH3DS8).

2.5.2. Condiciones de contorno y cargas

La simplificaciéon que se estableci6é en la figura 9 es valida siempre y cuando se impida el
desplazamiento perpendicular de ambas caras (marcadas en azul en la figura 9).

Ademas, se ha considerado para facilitar las simulaciones que la presion a la salida del chip
es nula, por lo que toda la presiéon se ha impuesto en la entrada (se han marcado en rojo en la
figura 9 las caras por las que se aplica la presiéon uniformemente). Como se vio en el apartado
anterior, se introducird una presiéon que aumente desde 1.35 kPa hasta 27.07 kPa en 240
segundos.

Cuando se aplica la presiéon por uno de los lados, los postes estan fijos, por lo que se ha
impedido su desplazamiento en Y (marcado en verde en la figura 9).

Por dltimo, dado que el microchip no se puede desplazar en Z en la parte inferior y, por el
otro lado, se encuentra una lamina de PDMS, se ha impedido el desplazamiento en Z en ambas
caras (marcadas en gris en la figura 9). Los postes, dado que ya se han supuesto mas rigidos, no
es necesario impedirlos en esta direccién.

2.6. Resultados

Teniendo siempre presente que el objetivo es conseguir que la deformada en el modelo de
Elementos Finitos sea parecida a la propia de los experimentos, se han ido modificando las
propiedades de la interfaz hasta determinar los valores que se muestran en las tablas 1 y 2; estos
son los parametros que se explicaron en la figura 7.a.

Tensién de iniciacién del daiio (t°) en ’:lTNZ Rigidez normalizada
tf t3 ts E/K11 G /K22 G/K33
2-107° 2-107° 2-107° 0.1 0.1 0.1

Tabla 1. Tension de iniciacién del dafio y rigidez de la interfaz
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Desplazamiento de iniciacion | Desplazamiento hasta la
del daiio (60) en um rotura (6p) en um
87 83 83 Ory 8k, Srs
2-107* | 2-107* 2-107* 10 10 10

Tabla 2. Desplazamiento hasta iniciacién del dafio y hasta rotura de la interfaz

Estos valores permiten obtener la deformada que se muestra en la figura 12.a, muy parecida
a la deformada del experimento (figura 12.b).

(@) (b)
Figura 12.(a) Deformada en ABAQUS; (b) Deformada en el experimento (100 um)

Se puede observar como el gel se desplaza unos 20 micrémetros (figura 13) en los puntos en
los que se aplica la presion.

U, Magnitude

+3.300e+01
+3.025e+01
+2.750e+01
+2.475e+01
+2.200e+01
+1.925e+01
+1.650e+01
+1.375e+01
+1.100e+01
+8.250e+00
+5.500e+00
+2.750e+00
+0.000e+00

Figura 13. Representacion del mapa de desplazamientos al final del primer experimento, en micrémetros
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Si se selecciona el elemento de la interfaz que esta sometido a un mayor desplazamiento, esto
es, el que esta en contacto con la carga de presién (ver figura 13), tendremos el caso mas
desfavorable. Se dibuja en este elemento la curva tension — deformacién (figura 14). En esta
curva se puede observar que, dado que el modo de tensién de cizalladura es dominante y la
tension de iniciaciéon del dafo se establecid igual para todas las direcciones, la rotura comienza
en la direccién tangencial 1. En el instante en que comienza la rotura en esa direccion se
desencadena el dafio en la otra direcciéon tangencial. No obstante, la tensiéon en esa direccién
tangencial 2 (figura 13.b) cae rapidamente ya que el problema actia predominantemente en la
direccion 1. No ocurre lo mismo con la direccién normal (3) ya que esta sometida a compresién
y en el modelo se ha supuesto rotura tnicamente a traccion.

t, — |

2,5E-05 5

2,0E-05 l

1,5E-05

1,0E-05

5,0E-06 Sin rotura

Rotura

0,0E+00 > &

(@)
t

2
6,0E-06 5
5,0E-06
4,0E-06

3,0E-06

Sin rotura

Rotura
2,0E-06

1,0E-06

0,0E+00 > &
0,0E+00 2,0E-04 4,0E-04 6,0E-04 8,0E-04 1,0E-03

(®)

Figura 14.(a) Curva tension (t) — deformacion (€) de la interfaz en direccion tangencial 1; (b) Curva tension (1)
deformacion (€) de la interfaz en direccion tangencial 2
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Capitulo 3

Determinacion de la concentracion
celular 6ptima

3.1. Objetivo

El principal objetivo de esta segunda parte del trabajo consiste en determinar la
concentracién celular éptima que impide el despegue del colageno. En las simulaciones se
incluiran, para definir la adhesion, las propiedades que fueron determinadas en el capitulo
anterior.

3.2. Metodologia

Para la resolucién de esta etapa del trabajo, se empezard imponiendo una concentracién
elevada de células que provoque el despegue del colageno y, después, se ird disminuyendo el
numero de células hasta determinar cudl es el caso limite. Evidentemente, cualquier cambio que
se efectie en las propiedades de la interfaz deberd ser validado de nuevo en el primer
experimento.

3.3. Descripcion del experimento

Los dispositivos empleados en estos experimentos son muy similares a los del experimento
anterior, salvo que el nimero de postes se reduce a 6 y las dimensiones de estos aumentan
ligeramente. Ahora, el espesor aumenta hasta los 300 micrémetros con el fin de dejar mas
espacio para la movilidad de las células.

En la figura 15 se pueden ver las partes principales del dispositivo: por los agujeros 5 y 6 se
inserta el colageno con las células embebidas, se trasladan por los canales (marcados en rojo)
hasta llegar a la parte central del dispositivo. Al igual que en el experimento anterior, se deja
polimerizar el gel unas 24 horas hasta proceder a su analisis. En ese tiempo, los puertos 1, 2, 3y
4 tienen la funcién de afadir suero de cultivo para alimentar las células. En otros experimentos
estos puertos también sirven para anadir factores que estimulen la contraccion, pero no es
objeto de analisis en el presente proyecto.

Figura 15. Representacion del dispositivo microfluidico del segundo experimento. Se han sefialado las partes
principales.




Capitulo 3: Determinacién de la concentracién celular 6ptima

3.3.1. Materiales empleados

En este experimento el material base para las paredes del dispositivo sigue siendo el PDMS.
Sin embargo, se tendran células embebidas en la matriz de colageno. Concretamente, seran los
fibroblastos el tipo celular escogido. Estos tienen un tamaifo aproximado de 50 micrémetros
(estimado en laboratorio).

3.3.2. Resultados experimentales

En el laboratorio se realizaron diferentes pruebas experimentales para caracterizar el proceso
de rotura o despegue del colageno. En todos ellos se observd que el gel se despegaba en primer
lugar por la parte inclinada de los postes. En la figura 16 se muestra un ensayo con una
concentracién de 0.45 + 0.5-10° células/mililitro lo que supone unas 450 células en el
dispositivo. En este experimento queda claro que habra que disminuir la concentracién de
células para evitar la falta de adhesion (figura 16.b). Evidentemente, ahora el despegue no es
simétrico pues las células se distribuyen aleatoriamente por el dispositivo.

(b)

Figura 16. (a) Disposicion del gel al inicio del experimento; (b) Disposicion del gel al
final del experimento
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3.4. Analisis teorico

La deformacion que sufren las células al contraerse se ha considerado uniforme en todas las
direcciones por lo que las células se deformaran de forma volumétrica. Dada la analogia entre
este problema y el problema termoelastico, se ha utilizado la analogia termoelastica para su
simulacién. Por tanto, se sometera a las células a un decremento de temperatura (AT).

AV
7=a-AT=£x+£y+sz (14)
donde
A_V = deformaciéon volumétrica (adimensional)
%
a = coeficiente de dilatacién térmica (°C™1)

Fijando el incremento de temperatura a la unidad, queda como variable el coeficiente de
dilatacién térmica. Aunque este es desconocido, si se sabe que la fuerza que ejerce un fibroblasto
al contraerse es de 3.02-1073 uN (Zhonggang Feng 2014), por lo que la deformacion

volumeétrica que sufre la célula es, aproximadamente, del 4%.

3.4.1. Propiedades de los materiales

En estas simulaciones se mantienen las propiedades que se determinaron en el anterior
experimento, tanto para la interfaz como para el coldgeno y los postes. El coeficiente de Poisson
del colageno nuevamente se fija en 0.3 tal y como se estim6 en los ensayos de laboratorio.

En cuanto a las propiedades de los fibroblastos se ha impuesto un médulo de cizalladura (G)
de 150 Pa.

3.4.2. Geometria

En este caso, puesto que hay células también en el canal de entrada del dispositivo y esta
podria ser una zona conflictiva, se modelaran también las partes que hacen referencia al
comienzo de este. Todos los postes de la zona central tienen las mismas dimensiones, como se
puede ver en la figura 17. El dispositivo, tanto los postes como el colageno, tienen una altura de
300 um.

//\_/\_/\_/\_/\_/
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3218,7

Figura 17. Dimensiones de la parte simplificada del segundo microchip, en micrémetros
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3.5. Simulacion por Elementos Finitos

Al igual que en el anterior experimento, se empleard el programa comercial de Elementos
Finitos ABAQUS para realizar todas las simulaciones.

3.5.1. Mallado

Dado que el tamano de los fibroblastos se encuentra entorno a los 50 micrémetros y estos se
encuentran embebidos en el gel de colageno, se realizé6 una malla de elementos de tamano 50
micrémetros y asi se pudo asemejar la deformacion volumétrica a la que estan sometidos los
fibroblastos en la realidad.

Ademas, hay que tener presente la distribucién no uniforme de las células en el dispositivo,
por lo que se plantea el problema de tener que seleccionar aleatoriamente los elementos de la
malla. Para ello se desarrollé un cédigo en Blue] (Java) en el cual, segin la concentraciéon de
células que introduzca el usuario, se obtiene un grupo aleatorio de elementos que representan
las células. En la figura 18 se puede ver un experimento, concretamente con 440 células, en el
que se representan en color verde los elementos que tienen células.

Figura 18. Mallado segiin tamafio de los fibroblastos

3.5.2. Condiciones de contorno y cargas

Al igual que en el experimento anterior, se impide el desplazamiento del colageno en Z en
ambas caras por estar apoyado en una de sus caras y tener el PDMS sobre ¢él en la otra. Del
mismo modo, los postes en su parte externa tienen el desplazamiento impedido en X (caras
marcadas en azul en la figura 19).

Se considera también impedido el desplazamiento de los postes en direcciéon Y (caras
marcadas en verde en la figura 19) dejando libre, en esa misma direccion, la parte entre los
postes, ya que representaria el canal de entrada.

Figura 19. Condiciones de contorno

Respecto a las cargas, simplemente esta presente la deformaciéon volumétrica de las células
que representa la contraccion de las mismas.
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3.6. Resultados

3.6.1. Concentracién optima de fibroblastos

Tras numerosas simulaciones se concluyé que el colageno aguanta adherido al dispositivo
hasta que se introducen, aproximadamente, un maximo de 75 células. A partir de esa
concentracion, tal y como se puede observar en la figura 20, la interfaz se empieza a romper.
Bien es cierto que este problema no es deterministico, sino que el valor de la concentracion
limite esta condicionado por la alta variabilidad en la disposicién de las células, por lo que seria
necesario hacer un analisis estocastico.

Siempre se estudia, independientemente de la distribucién de las células, la zona que es mas
desfavorable, esto es, donde podria romper antes la interfaz. Por tanto, estas zonas mas
desfavorables seran aquellas que tengan un mayor nimero de células cerca de los postes.

En todos los casos si el dafo se inicia en una direccién, se desencadena inmediatamente el
dafio en las otras dos direcciones. La direccién normal es la direccién 3 mientras que las
direcciones 1 y 2 son direcciones tangenciales (figura 7.b).

Concentracién: 75 fibroblastos
L ()
256-05 g \ 2

2,0E-05 | /_

1,5E-05 |

Sin rotura

Rotura direcciéon 1

1,0E-05 |
Rotura direccién 2
5,0E-06 | Rotura direccién 3
0,0E+00 : : - . » €
0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04 2,0E-04 2,5E-04
(a) (b)

Figura 20. (a) Distribucion aleatoria de 75 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (g) en las tres direcciones
para el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccion 1.

Aumentando la concentracién celular hasta 150 fibroblastos se observa que el dafio ya esta
iniciado y esta empezando a caer la tension rapidamente (figura 21).
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Concentracién: 150 fibroblastos

(@)

- 2
25E-05 £ \Um
2,0E-05
1,5E-05 )
e Sin rotura
1,0E-05 Rotura direccién 1
Rotura direccién 2

5,0E-06 Rotura direccién 3
0,0E+00 1 1 1 1 1 1 1 1 #I 8

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

(b)

Figura 21. (a) Distribucion aleatoria de 150 células; (b) Curva tension () — deformacion (g) en las tres direcciones
para el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccion 5.

Finalmente se estudia un caso con 440 células (figura 22) en el que se puede apreciar como el

dano estd muy avanzado.

Concentracion: 440 fibroblastos

(@)

(i)
- 2
2,5E-05 A um
2,0E-05
1,5E-05
e Sin rotura
1,0E-05 Rotura direccién 1
Rotura direccion 2
S0E-06 R Rotura direccién 3
0,0E+00 L L . . . . . » &
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

(b)

Figura 22. (a) Distribucion aleatoria de 440 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (€) en las tres direcciones
para el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccion 3

3.6.2. Verificacion de resultados: analisis estocastico

Se ha realizado un breve andlisis estocastico variando la posiciéon de las células para la
concentraciéon de 75 fibroblastos y, asi, corroborar que esta sea la concentraciéon limite
aproximada. En las figuras 23, 24 y 25 se ha representado el elemento de la unién mas
desfavorable, esto es, el que tiene mas células cerca de uno de los postes. En todos los casos
estudiados se observa que con esta concentracién siempre se esta iniciando el dafio en la unién,
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sin llegar a altas deformaciones. Evidentemente, el hecho de que la distribuciéon de las células
sea aleatoria es lo que hace que los resultados no sean iguales entre si; por ejemplo, si se juntan
tres o mas células muy proximas a uno de los postes, es muy probable que acaben arrancando el
gel. Si, por el contrario, las células se concentran mayoritariamente en la parte central del
dispositivo, la interfaz aguanta perfectamente la contracciéon de las células.

Distribucion aleatoria 1

uN
t( mz)
2,5E-05 Ai'u

2,0E-05 | L

1,5E-05 | e Sin rotura

Rotura direccion 1

1,0E-05 |
Rotura direccion 2
5,0E-06 [ Rotura direccion 3
0,0E+00 : : : : » €
0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04 2,0E-04 2,5E-04
(a) (6)

Figura 23. (a) Distribucion aleatoria de 75 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (g) en las tres direcciones para
el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccion 1

Distribucién aleatoria 2

t(:rilvz)

2,5E-05 A
2,0E-05
1,5E-05 e Sin rotura
Rotura direccién 1
1,0E-05 Rotura direccion 2
Rotura direccion 3
5,0E-06
0,0E+00 : : : : » €
0,0E+00 5,0E-03 1,0E-02 1,5E-02 2,0E-02 2,5E-02
(a) (b)

Figura 24. (a) Distribucion aleatoria de 75 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (€) en las tres direcciones para
el elemento mds solicitado. La rotura comienza simultdneamente en la direccion 1 y 2.
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Distribucién aleatoria 3

uN
2,5E-05 & \ ym?2
2,0E-05
1,5E-05 Sin rotura
Rotura direccion 1
1,0E-05 Rotura direccién 2
ﬁ Rotura direccién 3
5,0E-06
0,0E+00 s s s s > g
0,0E+00 1,8E-02 3,6E-02 5,4E-02 7,2E-02 9,0E-02
(a) (b)

Figura 25. (a) Distribucion aleatoria de 75 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (€) en las tres direcciones para
el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccidn 2.

A partir de estos resultados se deberia continuar con un analisis estocastico mas detallado,
haciendo mas iteraciones con distintas concentraciones y distribuciones aleatorias, e
incorporando variables estadisticas.

En cualquier caso, estos resultados se aplicaron a los experimentos obteniendo un rango que
se aproxima a la concentracién estimada en el presente trabajo.

3.6.3. Concentracion optima de osteoblastos

Dado que en laboratorio también se esta trabajando con osteoblastos, se plantea extrapolar
el método desarrollado para los fibroblastos. Los osteoblastos son un tipo celular presente en los
huesos que se caracterizan por desarrollar unas fuerzas de traccién mayores con respecto a los
fibroblastos. De hecho, la fuerza que ejercen los osteoblastos se corresponde con una
deformaciéon volumétrica del 40%, tal y como se ha estimado experimentalmente.

Con las propiedades de la adhesién determinadas en el primer experimento vy, tras diferentes
analisis, se concluye que la concentracién limite se sitia en torno a 25 osteoblastos; a partir de
esa concentracion, la fuerza que ¢jercen las células es demasiado elevada en comparaciéon con la
resistencia de la interfaz. No obstante, dada la elevada contraccién que ejercen los osteoblastos
puede darse el caso de que, para esta concentraciéon, una de las células se encuentre muy
proxima a un poste y rompa completamente la interfaz (figura 27).

Por tanto, igual que para el caso de los fibroblastos, habria que hacer un andlisis estocastico
para confirmar el rango estimado.
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Concentracion: 25 osteoblastos (1)

uN
t (o2)
2,5E-05 4 MM

A
2,0E-05
1,5E-05 —
e Sin rotura
1,0E-05 Rotura direccién 1
Rotura direccion 2
5,0E-06 o
Rotura direccion 3
0,0E+00 . . . . . . . . . > 8
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

() (b)

Figura 26. (a) Distribucion aleatoria de 25 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (g) en las tres direcciones
para el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccion 1.

Concentracién: 25 osteoblastos (2)

uN
t (o)
2,5E-05 g \Um

2,0E-05
@ Sin rotura

L,5E-05 Rotura direcciéon 1

Rotura direccién 2
1,0E-05

Rotura direccién 3
5,0E-06
0,0E+00 A 5 » g

0 5 10 15 20 25 30 35 40
(a) (b)

Figura 27. (a) Distribucion aleatoria de 25 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (g) en las tres direcciones
para el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccion 3.

Se han estudiado dos casos mas, con 45 y 75 osteoblastos (figuras 28 y 29, respectivamente)
en los que se ve claramente como la interfaz rompe por completo. Esto es debido a la presencia
de una célula muy préxima a un poste.
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Concentracion: 45 osteoblastos

(uN )
_\um?
2,5E-05 4 H

2,0E-05 [
e Sin rotura
1,5E-05 o
Rotura direccién 1
Rotura direccién 2
1,0E-05
Rotura direccién 3
5,0E-06
0,0E+00 b— » &
0 5 10 15 20 25 30

(@) (b)

Figura 28. (a) Distribucion aleatoria de 45 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (g) en las tres direcciones
para el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccion 3.

Concentraciéon: 75 osteoblastos

uN
t (o)
25E-05" g\um

2,0E-05
e Sin rotura
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Rotura direccion 2
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Rotura direccion 3
5,0E-06
0,0E+00 : » &
0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Figura 29. (a) Distribucion aleatoria de 75 células; (b) Curva tension (t) — deformacion (€) en las tres direcciones
para el elemento mds solicitado. La rotura comienza en la direccion 3.
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Conclusiones y trabajo futuro

Se ha observado que la adhesion del gel de colageno al dispositivo microfluidico de PDMS
responde a un modelo de tipo interfaz cohesiva. Ademas, se han determinado cuantitativamente
las propiedades de dicha unién.

En cuanto al colageno, teniendo en cuenta las deformaciones a las que estaba sometido se
model6 inicialmente como un material hiperelastico segin un modelo Neohookeano. No
obstante, en un futuro se podria mejorar el modelo implementando un material poroelastico en
grandes deformaciones.

Con el modelo de contraccién propuesto se ha conseguido verificar que el rango de
concentracién de fibroblastos estimado es similar al que se obtiene en los experimentos de
laboratorio, lo cual ha permitido contrastar el modelo experimental con el computacional. A
partir de este nivel de concentracién, la excesiva fuerza de las células provoca el despegue del
gel de colageno del dispositivo. Se ha tenido en cuenta la distribucion aleatoria de las células en
el dispositivo mediante la implementacién de un cédigo de programacién y, también, se ha
realizado un breve analisis estocastico que puede servir, en un futuro, como punto de partida
para verificar que los resultados son correctos dentro de la variabilidad que suponen los
problemas biolégicos.

Una vez se valid6 el modelo, se extrapolé a otro tipo celular, los osteoblastos, caracterizados
por ejercer una mayor contracciéon que los fibroblastos. Igualmente, el rango de concentraciéon
estimado se reprodujo en los ensayos de laboratorio. No obstante, en estas simulaciones se
acenttia ain mas la incertidumbre planteada para el caso de los fibroblastos; si una de las células
se sitta al lado de un poste, rompe inmediatamente la interfaz independientemente de la
concentracion global de células.

Se debe tener en cuenta que en el primer experimento, en el que se variaba el caudal, la
tension predominante en la interfaz era en direccién tangencial mientras que en el experimento
de células, estas ejercen fuerzas en todas las direcciones sometiendo a la interfaz a tensiones
predominantemente de traccién. Por tanto, las propiedades determinadas para la interfaz se
podrian ver ligeramente alteradas.

Por dltimo, dado que se estan desarrollando unos nuevos dispositivos microfluidicos en
laboratorio con otros tipos celulares, seria interesante en un futuro aplicar en ellos los
conocimientos adquiridos en este proyecto sobre la caracterizaciéon del proceso de rotura del de
colageno.
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