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1. INTRODUCCION

El estudio de la migracién celular ha ido ganando importancia en los ultimos anos debido al
papel fundamental que juega en procesos patoldgicos y fisioldgicos. Un fendmeno muy
importante en el que esta implicada la migracién celular es la metastasis tumoral, que se
produce a partir de un tumor primario, aquel que se encuentra focalizado en un determinado
punto del cuerpo humano, ciertos factores o estimulos pueden hacer que células tumorales
puedan migrar a otras partes del cuerpo con la consiguiente trasmision del tumor a otras
zonas y de este modo, ocasionar graves consecuencias en el funcionamiento regular del
organismo [1].

Estos estimulos se han estudiado en trabajos recientes. En ellos se ha determinado que las
respuestas que las células ofrecen al entorno que las rodea pueden ser de diversos tipos. A
nivel mecanico, las células prefieren buscar las "zonas de confort" donde las fuerzas ejercidas
sobre ellas les dejan en una situacién mas estable para poder actuar mas libremente. Ademas,
las células se mueven a lo largo de gradientes de concentracidén quimica debido a estimulos en
su medio ambiente en lo que se conoce como quimiotaxis. También otros fendmenos
condicionan la migracion celular como galvanotaxis debido a las variaciones de los gradientes
de potencial eléctrico, o la haptotaxis, movimiento a lo largo de un gradiente de adhesién
celular [2].

El avance en campos experimentales y en el modelado tedrico y computacional ha ayudado a
entender el problema. De este modo, uno de los focos principales de estudio del problema
metastatico seria la intravasacién y extravasacion celular, descritos en la Figura 1.

Endothelial cell,
lining blood vessel

Cancer cell (MET)

DISTANT METASTASIS

Circulating cancer
cells that have
undergone EMT

CIRCULATION Budhios Samarasnghe

Figura 1: Esquema de la intravasacion y extravasacion celular(3]

Basicamente, estos mecanismos se producen cuando la célula cancerosa intenta pasar a través
de las células endoteliales un vaso sanguineo o linfatico cercano [4]. Primero se produce la
intravasacion que supone el paso de las células tumorales al torrente sanguineo.
Seguidamente, estas células entran en una fase de circulacidon atravesando el sistema
circulatorio para finalmente pasar a la extravasacién. En este momento, las células penetran
nuevamente las paredes del vaso sanguineo para pasar nuevamente a otro tejido [5].
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En estas fases de la metastasis la célula experimenta el mayor nimero de cambios, no solo
fisiolégicamente sino externamente a nivel de forma. A simple vista se observa en la Figura 2
como la célula pasa de una forma mas redondea a una mds alargada, debido a la necesidad de
penetrar la barrera por la cual quiere pasar.

Figura 2: Cambio de forma durante intravasacion/extravasacion [6]

La importancia de este fendmeno recae en que si se pudiera evitar esa intravasacion, se estaria
controlando y aislando el cancer en una sola zona del cuerpo y por tanto, no se produciria
metadstasis. Pero debido a la multitud de cambios experimentados por la célula, la dificultad
del proceso es elevada y por tanto, poder entenderlo se plantea como un reto.

El desarrollo de este trabajo se basa en la utilizacion del campo de la microfluidica y la
mecanica celular [7]. Areas en auge hoy en dia que permiten estudiar la influencia de ciertos
factores mecanicos en el comportamiento celular. De este modo, sabiendo el comportamiento
de la unidad celular frente a distintos parametros mecanicos seria posible estimar la
deformacién sufrida por la misma.

Por consiguiente, el objetivo Ultimo de este proyecto es conocer como se produce la
deformacién celular en ambientes confinados para extrapolar las conclusiones a entender la
deformacién celular en los momentos de la intravasacion y la extravasacién, para ayudar a
comprender los mecanismos de la intra y extravasacion. Dando un pequefio paso hacia
entender la extensién del tumor inicial, objetivo ultimo del trabajo de tantos cientificos,
ingenieros y profesionales del ambito médico durante muchos afios.

Finalmente, la estrategia a seguir consistira en la utilizacion de articulos cientificos previos que
han centrado su estudio en la experimentacion y se apoyan de modelos analiticos y en base a
ellos, determinar la deformacién celular en ambientes confinados.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1  ESTUDIOS PREVIOS

A continuacién se realiza una revisién de los antecedentes relacionados con el tema de este
trabajo. Conociendo su metodologia, experimentacion y resultados obtenidos, se puede hacer
uso de ellos y abordar desde un punto de vista complementario sus propuestas para intentar
mejorarlas haciendo mas hincapié en alguna de sus carencias.

Asi bien, los modelos clasicos describian que las células solo se movian si tenian ciertos puntos
de adhesidn a la pared en ambientes confinados, estas adhesiones favorecian la trasmisién de
fuerzas intracelulares, desde el citoesqueleto al sustrato de confinamiento, que propulsaban al
microorganismo [8]. Pero, estudios mds recientes desmintieron esa teoria basandose en que la
migracion celular se podia dar sin ningun tipo de adhesion especifica [9].

Por tanto, se buscaron otros fenédmenos involucrados en el avance celular, empezandole a dar
mas relevancia a la friccidon [10], pero con el desconocimiento todavia de si seria capaz de
generar suficiente fuerza de empuje tal que impulsara a la célula en su migracién celular,
siendo el causante principal.

Con objetivo de dar con una respuesta clara, se realizaron numerosas comprobaciones
experimentales en ambientes confinados donde la célula (Walker 256 cancerosa) se sumergia
en un canal de microfluidica (véase Figura 3). Este, se suplementaba con inhibidores para
prevenir de la adhesién celular, ademas de enriquecer la actina y miosina de la corteza celular
[11], microfilamentos celulares internos con alta participacién en la movilidad de la célula.

= 3

Figura 3: Canal de microfluidica con célula inmersa (dibujo y foto real) [12]

En las comprobaciones se observé un fuerte gradiente biomolecular orientado hacia la parte
trasera de la célula que generd una contraccién del microorganismo, es decir, la diferencia de
concentracion de las moléculas dentro de la célula cambiaba la forma de la célula [13].
Ademads, se dio con que la velocidad en la parte trasera de la célula se veia reducida
considerablemente, mientras que delante no tenia efecto alguno [14]. Esto sugirid que la
contraccion es necesaria en la migracion de este tipo de células, siguiendo con la hipdtesis de
no adherencia.

Nuevamente, buscando un mayor énfasis en el estudio de la friccién, se vuelve a estudiar el
mismo tipo de célula en un ambiente confinado. Pero esta vez en tres canales diferentes con
tres tipos de revestimientos en las paredes del canal: un andlogo del polietilen glicol (Pluronic
F127), un suero (BSA) y una mezcla de ambos [15].

Estos tres diferentes ambientes hacen que la friccion varie desde una baja friccion con el
aporte de F127 hasta una alta friccion con el de BSA. A continuacién, se muestra el
experimento en la Figura 4. En este estudio estamos interesados en el efecto que podria tener
una mayor o menor friccion en la progresion y movilidad de la célula.
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BSA (friction @ =2.7 £ 0.2 x 107 Pas m-1) BSA/F127 (friction = 1.8 £ 0.3 x 104 Pas m~') F127 (friction @ = 1.5+ 0.6 x 10 Pas m™)

Figura 4: Movilidad celular en funcion de varios valores de friccién [12]

En todos los casos la célula adopta la misma morfologia que tenia al principio de empezar a
recorrer el canal, independientemente de la cantidad de friccidn que se esté induciendo. La
principal diferencia recae en el hecho que cuanto mayor sea la friccién, mayor longitud de
avance estara consiguiendo la célula y viceversa con menores fricciones [12], aunque el
movimiento del nucleo es menor.

Desde este momento, se empiezan a sacar conclusiones y plantear un modelo analitico que
explique detalladamente el comportamiento de estas células confinadas en tubos. La principal
conclusién a la que se llega es que la célula requiere de una fuerza de friccién que ayude a la
movilidad celular, sin una fuerza de friccién minima la célula permaneceria inmévil.

Ademas, luego se observa que la friccion entre la célula y la pared del canal influye en la
dindmica del cértex de actina y miosina conjuntamente (actomiosina). Para fricciones bajas, un
flujo retrogrado, no estacionario, de actomiosina se mantiene en el canal completamente
desacoplado del sustrato, sin apenas generar movimiento celular. Conforme aumentamos la
friccion, el flujo se acopla mas al sustrato por medio de la propia friccion conduciendo a las
células en la migracion (Figura 5) [12]. Es decir, la célula necesita del acople al sustrato para

moverse.
C,Cﬁ s
BSA Retrograde flow BSA/F127 Retrograde flow F127 Retrograde flow
-— (7
—> —
Cell movement Cell movement Cell movement
Large friction Intermediate friction Small friction

Figura 5: Efecto del flujo retrogrado en la movilidad celular [12]

A continuacidn se usan los diferentes coeficientes de friccién para realizar mediciones vy
estimaciones de las fuerzas que conducen a la migracién basada en la friccion. Como resultado
se obtiene un orden de magnitud demasiado pequefio, no siendo suficientes las fuerzas
calculadas como para llegar a conducir a la célula en su migracién [16].
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Esto significa que algun agente externo mas debe estar provocando el avance de la célula 'y no
solo la friccion. Por consiguiente se hace una descripcion tedrica de la distribucion de fuerzas
que participan activamente en el fendmeno como aparece reflejado en la Figura 6. Estas son:
fuerza de contraccion de la miosina, friccién externa con las paredes del canal y fuerza de
arrastre generada por el fluido [12].

Fluid drag
—0p Vi

Voortex  Friction

Friction =

—0o Vg

Figura 6: Descripcion de las fuerzas actuadoras sobre la célula [12]

Se concluye que se requiere de una friccion umbral del orden de la fuerza de arrastre externa,
siendo suficientes fuerzas de arrastre pequefias para la propulsion de la célula [12]. De este
modo, resulta un movimiento que se va a caracterizar por una contraccién en la parte trasera
de la célula y expansion en la parte delantera como ilustra la Figura 7.

Contraction Expansion

Figura 7: Caracterizacion del movimiento celular [12]

Una vez analizados los trabajos previos, se buscan las carencias o falta de detalle en ciertas
hipdtesis para darle otro enfoque en nuestro modelo. Principalmente, al tratarse de un
modelo mas experimental se centran en solo una parte de la célula. En nuestro caso se va a
tratar de un modelo que llevara incorporado el nicleo y membrana en la célula, viendo de este
modo el papel claro que juega el nucleo en la deformaciéon de la célula. A su vez, dando un
enfoque mds matematico y con simulaciones computacionales que serdn contrastadas con los
resultados tedricos.

Ademads, otra carencia destacada es la del fendmeno de la polimerizaciéon, un proceso
bioldgico de vital importancia en la movilidad de la célula [17]. En los estudios previos no
hacen mucho énfasis, dandole mas importancia a la contraccion celular, pero su relacién con la
migracion celular es directa. Sera introducido mas adelante y se estudiard su efecto y
demostraremos su relevancia.
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2.2 MODELO

2.2.1 HIPOTESIS

Inicialmente, se presentan las hipdtesis que van a regir el modelo y seran el fundamento para
estudiar la deformacidn celular. Se simulara una célula Walker 256 cancerosa sumergida en un
ambiente confinado que ird progresando debido a varios mecanismos de avance. En este caso,
se parte de una introduccion biolégica de las distintas partes de la célula para poder entender
el modelo final que sera implementado.

La célula consta de varias zonas claramente diferenciadas que basicamente podrian clasificarse
en tres a rasgos generales, segun la Figura 8. Entre sus componentes se encuentra: la
membrana plasmatica, que protege a la célula del exterior; el nicleo, centro de procesado de
toda la informacion de la célula y el citoplasma donde se encuentran todos los organulos y el
citoesqueleto [18].

CITOPLASMA

MEMBRANA

NUCLEO

Figura 8: Partes de la célula [12]

Ill

El citoesqueleto tiene forma de entramado vy es el que configura lo que seria el “andamiaje” o
soporte interno para la célula, a la vez que facilita la movilidad celular [19]. Esta formado a su
vez por tres tipos de filamentos que cumplen diversas misiones: microfilamentos, filamentos
intermedios y los microtubulos. Nosotros nos centraremos en los microfilamentos de actina y
miosina para este trabajo como principales agentes en la migracion celular.

Ademads, se van a considerar diversos procesos celulares internos que tienen especial
relevancia en el movimiento celular: polimerizacién/despolimerizacion y contraccion. Ademas,
todo esto no tendria ningun efecto si no se incluyera una minima friccién para lograr fuerzas
efectivas de trasmision en la superficie de la célula [12]. La influencia de las fuerzas
consideradas se desarrolla matematicamente en los siguientes puntos con detalle.
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2.2.1.1 POLIMERIZACION Y DESPOLIMERIZACION

Por un lado tendremos el fendmeno de la polimerizacién y despolimerizacidn que serdn
abordados desde la perspectiva del modelo de Brownian Ratchet [17]. En el caso de la
polimerizacidn, se basa en la adiccién de mas mondmeros al filamento de actina, el cual tiene
forma de hélice como se ve en la Figura 9, generando asi mas uniones. Estos nuevos enlaces
propulsan al polimero a ejercer una fuerza de empuje sobre la membrana del microorganismo
consiguiendo el desplazamiento [20]. Para la despolimerizaciéon ocurre el efecto contrario, la
pérdida de proteinas genera menos uniones que llevan consigo un empuje de la propia
membrana sobre el microfilamento de actina.

actina G . actina G
Microfilamento
O @ extremo ; extremo O
O ; {actina F)
o méas menos O O
OO = ()~ B’ & * ~
O Ot——- . —_—
poILmerizacién-despolimerizacién polimerizacidén-despolimerizacion
O rapidas lentas

Figura 9: Proceso de polimerizacion y despolimerizacién de la actina [21]

Un pardmetro importante de caracterizacién de este proceso viene dado por la velocidad de
polimerizacion/despolimerizacion expresada en la ecuacion (1). La ecuacion expresa la rapidez
con la que se produce la adiccion o desprendimiento de los mondmeros de actina en el
microfilamento [17]:

_Fs
v=6 (kon[Al]e RT — koff) (1)

Donde § es el incremento de longitud debido a la incorporaciéon de un mondémero, k,, es el
ratio de activacion, koff el ratio de desactivacioén, [A;] la concentracién del monémero, Kes la
constante de equilibrio, T es la temperatura ambiente y F es la fuerza interna de la célula. Su
interpretacidon es que el ratio de activacion es reducido por un factor igual a la probabilidad del
espacio de ser mayor longitud que § [17].

Para llegar a resolver esta ecuacién, primero es necesario calcular algunos de los parametros
que no han sido previamente obtenidos experimentalmente, como es el caso del ratio de
desactivacion, k,sr. Teniendo en cuenta un estado donde la célula permanece en reposo y
todavia no ha comenzado a protusionar se puede considerar que el sistema esta en equilibrio.
Entonces se postula la siguiente expresion [17]:

(2)

Esta fuerza de equilibrio equivaldria a 7 pN y considerando los valores de [A;] = 200 uM y de

% = 1.52 pN, que es agrupado como una constante, por tanto se obtiene K. = 2.107¢, Ia

concentracidn critica en ausencia de fuerza externa. Y con este nuevo valor y la ecuacion (3) ya
se puede obtener el ratio de desactivacion [17].

9
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K. = @ (3)
KOTl
A partir de aqui, ya es posible obtener un valor para la velocidad de la polimerizacién mediante
la ecuacion (1). Esta velocidad sale del orden de 1.6 um/s [22], se considerard constante en el
tiempo, aunque su verdadera interpretacion sea exponencial con el tiempo, a fin de simplificar
los cdlculos.

Finalmente, se sabe que la célula se polariza antes de iniciar su movimiento y como
consecuencia de esto, la actina desprendida por la despolimerizacidon se mueve hacia la parte
delantera de la célula con objeto de generar mas enlaces y empujar a la membrana cada vez
mas [23].

2.2.1.2 CONTRACCION CELULAR

Por otro lado, los motores moleculares de miosina con ayuda de las de actina afectan también
a la movilidad celular mediante la contraccién celular como se aprecia en la Figura 10. Esta
contraccion modifica la estructura interna de la célula considerablemente [24].

T — — <+—

S d—t et
= ‘ AR )

S em—tie L pmmeialt i
o m—" " g¢ea2 32 )
- w- Ce00 * 10 )]

/ \‘\
Miosina Actina

Figura 10: Contraccion celular [25]

Esta contraccidn se considera, como primera hipétesis, constante en el tiempo con un valor de
velocidad de contraccién en torno a 500 nm/s [24]. Del mismo modo, la miosina permanece
estacionaria y se extiende por toda la parte trasera de la célula tras reordenarse el
citoesqueleto debido a la polarizacion de la célula. Por esa razdn la contraccién celular solo se
produce atrds en la célula [23].

2.2.1.3 FUERZA DE ARRASTRE Y FRICCION

Como se ha mencionado previamente, el hecho de tener una célula inmersa en un ambiente
confinado hace que la membrana se vea afectada por una fuerza de friccién minima que se ira
variando para ver su efecto. Inicialmente se va a considerar un valor de 0.05 para el coeficiente
de friccidon, dado que serd el valor que deje a la célula desplazarse mas libremente y sin
oposicion.

En cambio, se va a despreciar la influencia de la fuerza de arrastre sobre la superficie de la
célula. Esta fuerza se debe a la diferencia de presiones que se da entre la parte delantera y
trasera de la célula debida a la permeabilidad del espacio entre la superficie de la célula y la
pared del canal. Hipotéticamente, en este andlisis se considera casi nula la permeabilidad,
provocando velocidades tanto de la célula como del fluido semejante.

10
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2.2.2 IMPLEMENTACION NUMERICA (ABAQUS)

Asi bien, una vez expuestas las hipdtesis de la célula, se describe ahora su implementacion.
Para estudiar la deformacidn celular se utilizard el modelado computacional con elementos
finitos, usando el software ABAQUS.

Se supone que la célula se encuentra confinada en un tubo cilindrico y tanto el tubo como la
célula presentan simetria de revolucidn, asi pues, se ha definido un modelo celular
axisimétrico conformado exclusivamente por dos partes. En primer lugar, la célula estd
dividida en el citoplasma, con sus correspondientes filamentos internamente, el ndcleo y la
membrana; también se considera un tubo rigido que simula la pared de contacto con la célula.

Como medidas tomadas para dibujar las partes, se ha basado todo en dimensiones reales de la
célula basadas en imagenes realizadas por microscopio del tamafio exacto de la célula [12]. A
continuacién se detalla en la Figura 11 la geometria considerada de la célula con las
correspondientes cotas de todas las dimensiones, en micrémetros.

40, 15 28

Figura 11: Acotacion modelo celular (um)

La membrana se va afiadirad sobre el citoplasma y el valor tomado del grosor serd de 50 um
[26]. EI comportamiento de los materiales de la célula se supone descrito a través de un
modelo hipereldstico Neo-Hookeano, tanto para nucleo como citoplasma, no lineal y la célula
se considera como isétropa.

El coeficiente de Poisson utilizado serd de 0.38 [27] y el mddulo de Young de 0.8 KPa para el
citoplasma y 0.8 KPa para el nucleo [28]. Para la membrana se supone mas rigida de 1285 KPa
y coeficiente de Poisson 0.45 [28]. A partir de ellos se determina el médulo de rigidez, G asi
como, el médulo de compresibilidad acorde a las ecuaciones (7) y (8) descritas abajo.

E

“=2a+n

(7)

11
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s E
C3(1-2v) (8)

De esta manera, los coeficientes del material estdn ligados a estas constantes elasticas a través
de las siguientes ecuaciones (9) y (10) dando valores de C; = 0.144 y D; = 0.55 para el
citoplasma, C; = 1.37 y D; = 13.33 para el nucleo y de C; = 221.55y D, = 2141.66 para la
membrana. Todos los materiales de la célula se consideran compresibles e isdtropos.

(9)

(10)

Una vez definidas las partes y el material se aplican las condiciones de contorno. Se han creado
tres casos de carga mas el inicial que viene por defecto. Se impide el desplazamiento en la
direccion vertical inicialmente en el punto medio, ver punto superior en Figura 12, hasta que la
célula empieza a moverse a lo largo del tubo, es decir, en el tercer caso de carga ya deja de
hacer efecto esa condicidn. Se hace para evitar el desplazamiento como sdlido rigido de la
célula.

Ademas, se impone un punto de referencia fijo, punto inferior en Figura 12, que se mantendra
hasta el final del movimiento. Servird para situar un punto de origen desde donde referenciar
el desplazamiento a lo largo del tubo.

Figura 12: Condiciones de contorno

El contacto entre tubo y célula se impondra primero con un valor del coeficiente de friccidn de
0.05, como se ha detallado previamente. Posteriormente se evaluara su influencia sobre la
movilidad de la célula.

12



Simulacidén por elementos finitos de la deformacidn celular en ambientes confinados

Victor Royo Pérez

Ademads de todas estas imposiciones comunes a todas simulaciones, se va a detallar a
continuaciéon como se han implementado los sucesivos modelos y que caracteristicas los
distinguen, a fin de refinar los resultados.

2.2.2.1 MODELO 1: Contraccidn y expansion volumétrica

Como primer modelo de estudio, se va a implementar la fuerza de polimerizacién mediante
una expansion volumétrica constante (Figura 13). Se utiliza la temperatura como herramienta
de apoyo para buscar una relacién directa entre a con la velocidad de polimerizacion
experimentada por la célula, ya que se considera que el crecimiento es isétropo, igual en todas
las direcciones, y que supone una fuerza volumétrica.

Del mismo modo, se utilizara la temperatura como método de aplicacidén de la contraccion. Se
establece una relacién entre a con la velocidad de contraccidn constante experimentada por la
célula.

Figura 13: Modelo 1, contraccion y expansion volumétrica
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2222 MODELO 2: Contraccion, expansion volumétrica y fuerza de
polimerizaciéon

Continuando con la aportacién de la expansion y contraccion, definidas anteriormente, se
afiade en este caso una fuerza sobre la membrana como complemento de la expansién para
representar mejor el fendémeno de la polimerizacién, véase Figura 14.

Figura 14: Modelo 2, contraccion, expansion volumétrica y fuerza de polimerizacién

Como se ha explicado previamente, la fuerza de polimerizacidn es una fuerza que impulsa a la
membrana debido a la adiccion de mondmeros en los filamentos de actina. Aplicar esta fuerza
es mas representativo de la realidad que solo imponer la expansién como fendmeno
explicativo de la polimerizacion.

Asi bien, esta fuerza se aplicara sobre la superficie frontal de la célula orientada con un sentido
hacia donde se produce el movimiento. Simulara el efecto de empuje de los filamentos de
actinas sobre la membrana.
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2.2.2.3 MODELO 3: Material fibrado en el citoesqueleto

Basandose en todo lo anterior, se buscan ahora una reestructuracion interna del modelo
celular, incorporando el citoesqueleto al citoplasma. Esto conlleva modificar las propiedades
internas del citoplasma, considerdandolo ahora como un material fibrado que simula al efecto
de dicho citoesqueleto. Se implementara entonces como un material elastico ortétropo
dandole una rigidez mayor al citoplasma en la direccidon del movimiento, direccion axial. Las
propiedades mecanicas de dicho material se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1: Propiedades mecanicas del citoplasma

Para implementar el material en ABAQUS, es necesario introducir los distintos valores que
definen la matriz de comportamiento siguiendo la relacién ilustrada en la ecuacion (11).

011 Di111 Di1z2 Diiss 0 0 0 (811\ (811\

022 | D332z D2233 0 0 0 | €22 &2

033 _ D3333 0 0 833 _ el 833

o2 [~ | D131 0 0 | Vi~ (D] Y (11)
I 013}' sym Di313 0 lf13J y13J

023 | D2323J or Y33

Para obtener todas las constantes que definen a la matriz de comportamiento, se recurren a

las férmulas especificadas en las ecuaciones (12), (13), (14), (15), (16), (17), (18), (19), (20).
1

v,-j Uﬁ
Donde—==—=yY =
E; Ej ¥ 1-v12V21—V23V32—2V21V32V13

(12)
Di111 = E1(1 — vp3v3,)Y

(13)
Dypzz = Ex(1 = 2v43v31)Y

(14)
D3333 = E3(1 — 2v4,0,1)Y

(15)

Dy122 = E1 (V21 + v31023)Y
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(16)
Dy133 = E1(v31 + v21v32)Y
(17)
D233 = E2 (V33 + v12031)Y
18
D112 = Gy3 (18)
19
Di313 = Gy3 (19)
(20)

Dj323 = Ga3

Ademas ha sido necesario crear un nuevo sistema local de coordenadas cilindrico con
direccion principal en la direccidn a lo largo del tubo, para orientar al material mas rigido en la
direccién deseada.
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2.2.2.4 MODELO 4: Fibras de actina

Se parte del modelo anterior, con las mismas cargas, al cual se le afiaden los filamentos de
actina como suplemento para tirar del nucleo debido a la protrusion de la célula. Los
filamentos de actina se van a dibujar en la direcciéon axial, direccidon del movimiento, porque es
la cual en la que se va a producir el mayor empuje debido a la polimerizacién de la actina
(Figura 15). EL material del citoplasma volverd a ser hiperelastico Neo-Hookeano.

Figura 15: Esquema de los filamentos de actina

Las fibras de actina son en realidad unos filamentos alargados de 8 nm de didmetro [29],
aunque se han considerado como una superficie del mismo grosor (dado que no sé simularan
todo el entramado de fibras de actina se supone que esta superficie tiene una rigidez
equivalente al entramado) que solo trabaja a esfuerzos axiles. Ademas solo se han afiadido
tres de ellas para simplificar el modelo, considerando que serd suficiente su efecto en la
representacion final de la célula. Estos filamentos cuentan con unas propiedades mecanicas
dadas por una rigidez de 1.2 GPa y 0.38 de coeficiente de Poisson.
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3. RESULTADOS

3.1 MODELO 1: Contraccién y expansion volumétrica

Como punto de partida, se sabe que cuando una célula empieza a desplazarse, su movimiento
se debe fundamentalmente a dos fendmenos. Se genera una contraccion en la parte trasera de
la célula por el efecto de la miosina y una expansion en la delantera gracias a la polimerizacion
de la actina. Entonces se pasa a obtener un primer resultado cuantitativo de lo descrito
anteriormente, véase Figura 16.

uz2

+1.038e+01
+9.134e+00
+7.888e+00
+6.642e+00
+5.396e+00
+4.150e+00
+2.904e+00
+1.658e+00
+4.122e-01
-8.338e-01
-2.080e+00
-3.326e+00
-4.572e+00

Figura 16: Desplazamiento vertical de la célula con contraccion y expansion volumétrica (en um)

La forma exterior que adopta la célula y su propio avance es muy semejante al obtenido
experimentalmente (Figura 4). Sobre todo en la parte de abajo, ya que en los modelos
experimentales, la célula obtenia una forma como de cola, mds estrecha que el resto del
cuerpo de la célula.

A su vez, los valores del desplazamiento total de la célula a lo largo del tubo son muy cercanos
a lo que ocurre en la realidad para una friccién minima, valores cercanos a los 10 um en ambos
casos para el frente de avance delantero de la célula. También en esa imagen se puede ver el
avance del nucleo a lo largo del tubo. Obviamente, para ilustrar perfectamente dicho
desplazamiento se muestra la Figura 17 en la que solo aparece el ntcleo.
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u, uz2

-2.090e+00
-2.278e+00
-2.467e+00
-2.656e+00
-2.845e+00
-3.034e+00
-3.223e+00
-3.411e+00
-3.600e+00
-3.789e+00
-3.978e+00
-4.167e+00
-4,356e+00

¥

Figura 17: Desplazamiento vertical del nticleo con contraccién y expansion volumétrica (en um)

Prestando atencion solamente al nucleo, se observa el descenso al que se ve sometido. La
fuerza de expansién es muy grande y probablemente le estd llevando hacia abajo. Mientras
que en la Figura 4 se consigue el efecto contrario, se impulsa el nicleo junto con la célula,
manteniéndose este mas o menos en la misma posicidn, practicamente centrado.

Por ello, se ve que considerar los efectos de la contraccién de la miosina en la parte trasera de
la célula junto con la expansidon en la parte delantera no explican el desplazamiento de la
misma observado experimentalmente, por lo tanto, tiene que haber otros efectos que
produzcan este desplazamiento.
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3.2 MODELO 2: Contraccion, expansion volumétrica y fuerza de
polimerizacion

De este modo, se afiade una fuerza de empuje a lo largo del tubo en la superficie delantera de
la célula (Figura 18) que representa la fuerza de polimerizacién actuando fundamentalmente
sobre la membrana. Ademas, se mantiene la contracciéon y la expansion de la célula del modelo
anterior.

U, U2
+1.133e+01
+1.005e+01
+8.775e+00
+7.498e+00
+6.220e+00
+4.942e+00
+3.664e+00
+2.386e+00
+1.109e+00
-1.692e-01
-1.447e+00
-2.725e+00
-4.003e+00

Figura 18: Desplazamiento vertical de la célula con contraccién, expansion volumétrica y fuerza de polimerizacion
(en um)

A simple vista se observa en la Figura 18 también una forma exterior de la célula acorde a los
experimentos detallados en los estudios previos y el desplazamiento total de la célula a lo
largo del tubo se ve incluso incrementado, seguimos estando en torno a los valores reales. De
nuevo, se comprueba el desplazamiento del ndcleo al final de la simulacion (Figura 19) para
comparar con los experimentos.
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u, U2

-1.533e+00
-1.722e+00
-1.911e+00
-2.099e+00
-2.288e+00
-2.477e+00
-2.666e+00
-2.855e+00
-3.043e+00
-3.232e+00
-3.421e+00
-3.610e+00
-3.798e+00

r

Figura 19: Desplazamiento vertical del nticleo con contraccién, expansién volumétrica y fuerza de polimerizacion
(en pm)

Se observa otra vez el descenso del nicleo, aunque el efecto de afiadir esa fuerza mejora algo
el resultado, dando con desplazamientos menos negativos. A priori se puede determinar que la

fuerza de polimerizacion ayuda a tirar de toda la célula con mayor intensidad y acerca todavia
mas al resultado final.
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3.3 MODELO 3: Material fibrado en el citoesqueleto

Como siguiente prueba para entender el movimiento de la célula, se modela el citoplasma
como material fibrado simulando al citoesqueleto. Consecuentemente, se ilustra en la Figura
20 el desplazamiento total de la célula en todo su conjunto.

uz

+1.054e+01
+9.429%9e+00
+8.319e+00
+7.209e+00
+6.099e+00
+4.98%9e+00
+3.879e+00
+2.769e+00
+1.659e+00
+5.490e-01
-5.609e-01
-1.671e+00
-2.781le+00

Figura 20: Desplazamiento vertical de la célula con material fibrado en el citoesqueleto (en pm)

Se estan manteniendo los mismos resultados que teniamos antes en cuanto a deformacion
total de la célula, se dan avances semejantes en ambas mitades de la célula. Por ello, se
necesita visualizar el estado del nicleo para saber si se ha mejorado algo con respecto al
anterior modelo, véase Figura 21.

u, uz2
-9.038e-01
-1.057e+00
-1.210e+00
-1.363e+00
-1.517e+00
-1.670e+00
-1.823e+00
-1.976e+00
-2.130e+00
-2.283e+00
-2.436e+00
-2.589e+00
-2.742e+00

Figura 21: Desplazamiento vertical del nticleo con material fibrado en el citoesqueleto (en um)
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En la Figura 21 se aprecia una mejoria en cuanto a desplazamiento, menos negativos, pero
todavia sigue sin ser suficiente. La reaccion generada por los efectos compresivos y expansivos
en la célula sigue superando a la polimerizacidn y esto no deja avanzar al nicleo. Por tanto,
este modelo no estd representando con claridad lo que ocurre internamente en la célula y por
tanto, se buscan nuevas alternativas.
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3.4 MODELO 4: Fibras de actina

A fin de encontrar desplazamientos positivos y representar los experimentos tal cual son
observados, se van a afadir nuevas modificaciones al modelo. Se busca conseguir la
representacién del desplazamiento del nicleo mediante la adiccion de microfilamentos de
actina. En la Figura 22 se representa el desplazamiento total de la célula.

u2

+1.047e+01
+9.523e+00
+8.576e+00
+7.628e+00
+6.681e+00
+5.734e+00
+4.787e+00
+3.840e+00
+2.893e+00
+1.946e+00
+9.988e-01
+5.174e-02
-8.953e-01

Figura 22: Desplazamiento vertical de la célula con la adiccidn de las fibras de actina (en um), factor de
amplificacion de la deformada 0.8.

Como en todos los casos descritos, estamos dentro de los valores observados
experimentalmente en cuanto a desplazamiento exterior celular, en torno a los 10 um. Ahora
se pasa a representar el nucleo, Figura 23, buscando hallar con la solucidn real.
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U, uz2

+3.66%e+00
+3.335e+00
+3.001e+00
+2.666e+00
+2.332e+00
+1.998e+00
+1.663e+00
+1.329e+00
+9.950e-01

+6.607e-01
+3.265e-01
-7.781e-03

-3.420e-01

Figura 23: Desplazamiento vertical del ntcleo con la adiccién de las fibras de actina (en um), factor de
amplificacion de la deformada 0.8.

Observando el resultado, ahora si que ya se empieza a ver el verdadero efecto de la actina y el
papel de la polimerizacién. Afiadiendo fibras en la direccién del movimiento, direccién axial, la
actina solo estd trabajando a esfuerzo axil. Los microfilamentos reciben una tension de la
membrana provocada por el empuje que esta sufre a razén de la protrusidn, que se trasmite
hasta llegar el nucleo. A razén de recibir esa fuerza, el nicleo comienza a desplazarse a lo largo
del tubo mas lejos que en cualquier resultado previo.

Para finalizar, se recoge, en la Figura 24, una comparativa de los desplazamientos a lo largo
del tubo, tanto del frente de la célula como el del nicleo, para los distintos modelos
implementados, asi como del resultado sacado del articulo obtenido mediante la

A
Modelo 1

Modelo 2 d
Modelo 3 J m Célula

H Nucleo

experimentacion.

Modelo 4

»w Or moOoZ=<

Experimental

-5 0 5 10 15
DESPLAZAMIENTO A LO LARGO DEL TUBO (um)

Figura 24: Avance del frente del ntcleo y célula en todos los modelos (um)
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4. CONCLUSIONES

A través de este proyecto se muestra la deformacién y avance celular en ambientes confinados
mediante la simulacidon con el objetivo de estudiar la migracién celular. Las simulaciones
realizadas permiten ayudarnos a entender los mecanismos de avance celulares y llevar a cabo
una interpretacién de los fendmenos que internamente ocurren y que tanta influencia tienen
en la problematica del cdncer metastatico durante las fases de intravasacién y extravasacion
principalmente.

Se ha comprobado que con modelos bastantes sencillos, simplemente imponiendo la
contraccion y polimerizacién celular, se puede observar una tendencia clara de la célula a
deformarse, acorde con las imagenes experimentales. Pero el nidcleo permanece inmdvil e
incluso, la mayoria de las veces, se mueve en la direccion contraria al movimiento. Esto
contradice al fendmeno que en verdad ocurre, por lo que considerar solo la contraccién y
polimerizacidn celular no explican por si solas la migracion celular.

El movimiento del nucleo ha sido el foco de estudio en este trabajo, se trata del punto mas
delicado de analizar y se ha encontrado que la clave para su correcto desplazamiento es el
citoplasma. Aumentando notablemente su rigidez se ayuda a contrarrestar los fendmenos
expansivos y contractivos sobre el nlcleo que no permiten que este avance a la par que el
resto de la célula.

Por eso incorporando el material fibrado se da un salto de mejoria hacia el correcto avance del
frente nuclear, aunque no es hasta la adiccién de las fibras de actina, que cuentan con una alta
rigidez, cuando se muestra que el nucleo ya se estd empezando a desplazar correctamente.

Las fibras de actina salientes del nucleo y con extremo opuesto en la membrana simulan la
polimerizaciéon. No solo empujan a la membrana lo suficiente como para desplazar a toda la
célula, sino que también tiran del nicleo en el sentido del movimiento, como reflejaban los
experimentos.

Sin embargo, la consideracion de posibles lineas de desarrollo futuro en estos campos es muy
amplia. Hay mucho por estudiar y comprender aln, ya que se trata de una ciencia joven. Por
tanto, los nuevos métodos de simulacidn deben interactuar con los hallazgos biolégicos para
mejorar la prediccion, analisis y disefio de fendmenos celulares.

Una posible linea para continuar con este estudio seria realizar experimentos donde se tifian
los filamentos de actina y miosina para ver su verdadera orientacion y disposicion en la célula.
De esta manera, se veria la polarizacién completa de la célula y las uniones que se van creando
en los filamentos de actina con forme el fendmeno de polimerizacién esta creciendo.
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6. ANEXOS
6.1 INFLUENCIA DE LA FRICCION

Para representar la influencia de la friccion en la deformacion y desplazamiento celular, en
este apartado se va a variar el coeficiente de friccion del modelo. Se parte de valores pequefios
llegando a valores mas elevados, manteniendo en todo momento la condicién de friccidén
minima. Es decir, no se supondrd el modelo sin friccion en ningin momento, pues la
descripcién del movimiento seria como un sélido rigido.

Ademds se mantienen los pardmetros y cargas de aplicacién detallados anteriormente
constantes en cada caso. Los resultados obtenidos serdn cualitativos y no se presta atencién al
nucleo como primer analisis, si no solamente a la superficie exterior de la célula y como el
desplazamiento de toda la célula se ve afectado por una friccidn u otra, véansen Figuras
25,26,27.

U, uz
+1.005e+01
+8.872e+00
+7.696e+00
+6.520e+00
+5.344e+00
+4.168e+00
+2.993e+00
+1.817e+00
+6.409%e-01
-5.350e-01
-1.711e+00
-2.887e+00
-4.063e+00

Figura 25: Desplazamiento vertical de la célula con una friccion de 0.15 (en pm)
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U, U2
+9.508e+00
+8.395e+00
+7.281e+00
+6.168e+00
+5.054e+00
+3.940e+00
+2.827e+00
+1.713e+00
+5.999e-01
-5.136e-01
-1.627e+00
-2.741e+00
-3.854e+00

Figura 26: Desplazamiento vertical de la célula con una friccion de 0.25 (en um)

u, uz2
+9.182e+00
+8.119e+00
+7.056e+00
+5.993e+00
+4.930e+00
+3.867e+00
+2.804e+00
+1.741e+00
+6.785e-01
-3.844e-01
-1.447e+00
-2.510e+00
-3.573e+00

Figura 27: Desplazamiento vertical de la célula con una friccion de 0.5 (en um)

Analiticamente viendo los resultados se ve un descenso, aunque no muy pronunciado, de la
distancia avanzada por la célula conforme aumentamos el coeficiente de fricciéon. Esto se
aprecia sobre todo en la parte delantera de la célula, mientras que en la parte de atras apenas
hay variacién de desplazamiento.

Debido a contar con menos friccién y ver a la célula mas alargada, también se puede decir
intuitivamente que se deja a la polimerizacién actuar mas libremente. La fuerza de
polimerizacion estd ligada a la velocidad con la que polimeriza la célula. Cuanto mas alta es la
velocidad de polimerizacién, mds rapido se generan enlaces en las fibras de actina y mayor
serd la fuerza de empuje sobre la membrana o al menos, se consigue la misma fuerza pero
mucho antes.
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Con altas fricciones, la fuerza de friccién a vencer por la célula y comenzar el avance de la
misma es mayor. Entonces la célula centra toda su energia de polimerizacién en superar esa
fuerza, que obviamente le cuesta mas tiempo vencerla. En este caso, la célula tardard mas
tiempo en alcanzar una velocidad suficiente que le haga empezar a polimerizar y al mismo
tiempo generar una fuerza tan elevada como teniendo menos friccién.

Entonces se podria decir que aumentando la friccidn se ve mas restringida la polimerizacién y
expansién de la célula, reduciendo el alargamiento de la célula y su avance en la direccion del
tubo. En caso contrario, la mitad inferior de la célula no se ve modificada aparentemente, por
lo que la friccién casi no influye en la contraccion celular.

Por otro lado, si se atiende a la zona media de la célula, habria que hacer una representacion
interna para saber como la célula se ve afectada por el efecto de variar la friccidon. Se pasa a
analizar el desplazamiento del nucleo representado en las siguientes Figuras 28,29,30.

u, vz
-1.497e+00
-1.694e+00
-1.890e+00
-2.087e+00
-2.283e+00
-2.480e+00
-2.676e+00
-2.873e+00
-3.069e+00
-3.266e+00
-3.462e+00
-3.658e+00
-3.855e+00

Figura 28: Desplazamiento vertical del nticleo con una friccién de 0.15 (en pum)

U, uz2
-1.220e+00
-1.422e+00
-1.624e+00
-1.826e+00
-2.02Be+00
-2.230e+00
-2.432e+00
-2.634e+00
-2.835e+00
-3.037e+00
-3.23%+00
-3.441e+00
-3.643e+00

Figura 29: Desplazamiento vertical del ntcleo con una friccion de 0.25 (en um)
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U, uz
-8.466e-01
-1.056e+00
-1.265e+0Q0
-1.474e+00
-1.683e+00
-1.893e+00
-2.102e+00
-2.311e+00
-2.520e+00
-2.729e+00
-2.939%e+00
-3.148e+00
-3.357e+00

Figura 30: Desplazamiento vertical del ntcleo con una friccién de 0.5 (en um)

Se observa una tendencia del nucleo a descender lo menos posible al efecto de aumentar la
friccion. Aqui, se ve mds modificada la parte baja del nucleo, cuando en el conjunto de la
célula, en cambio, se modificaba mas la parte superior.

Como se ha comentado antes, la expansién y polimerizacidn afectan menos al conjunto de la
célula conforme se aumenta la friccidn. Por ello, si se estd consiguiendo reducir levemente la
expansion, también el nucleo se ve menos influenciado por la fuerza originada por el
fenédmeno expansivo que generalmente hacia que se desplazara hacia abajo, dando
desplazamientos altamente negativos. Por tanto, si reducimos la expansién, también
reducimos la fuerza que genera contraccidn en la mitad superior del nucleo y entonces se
desplaza menos hacia abajo. Con la contraccidn ocurre semejante, el nicleo se expande en la
mitad inferior como fendmeno de reaccion a la contraccion en el citoplasma.
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6.2 INFLUENCIA DEL NUCLEO

En este caso se va a comprobar el papel que juega el nucleo en la deformacidon y movilidad
celular. Para ello, variaremos su tamaiio, un 10% mayor y un 10% menos, y veremos el efecto
conseguido sobre el desplazamiento del propio nucleo.

Se mantendran las mismas propiedades en todo el modelo, asi como conservar idénticamente
la aplicacidn de cargas y se ajusta el coeficiente de friccion a 0.05 como en la mayoria de los
casos. En primer lugar se va a aumentar el tamafo, reflejando el resultado final en la Figura 31
y asi mismo, a continuacion se disminuye su tamafio y se muestra en la Figura 32 el mismo
resultado.

U, uz

-1.111e+00
-1.180e+00
-1.248e+00
-1.316e+00
-1.385e+00
-1.453e+00
-1.522e+00
-1.590e+00
-1.65%e+00
-1.727e+00
-1.795e+00
-1.864e+00
-1.932e+00

I

Figura 31: Desplazamiento vertical del nicleo con un tamafio mayor (en um)

U, u2

-1.945e+00
-2.021e+00
-2.098e+00
-2.175e+00
-2.252e+00
-2.328e+00
-2.405e+00
-2.482e+00
-2.55%+00

-2.635e+00
-2.712e+00
-2.78%e+00

-2.866e+00

Figura 32: Desplazamiento vertical del nticleo con un tamafio menor (en pm)

Centrando la atencién en la Figura 31, se observa que el nucleo tiene mds tamafio y por tanto,
mayor superficie. Este hecho hace que frente a una misma carga, esta se vea mas repartida en
una misma superficie; es decir, aumentando el area y manteniendo la fuerza, la presion
disminuye.
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Teniendo en cuenta el efecto que se generaba con la polimerizacién y la consiguiente
expansién que resultaba en una reaccién contra el nucleo. Esta reaccidon va a ser menor,
cuanto mayor sea el area a la cual se aplica. Entonces, aumentando el tamafio del nucleo y
teniendo mayores dareas, dejamos mas libremente desplazar al nicleo y se obtienen
desplazamientos menos negativos y sucede el efecto contrario disminuyéndolo.
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