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Desarrollo y validaciéon de un modelo estocastico
para la simulacion de la proliferacion, migracién y
diferenciacion celular

RESUMEN

Este trabajo fin de master presenta un modelo estocastico para la simulacion de la
proliferacion, migracion y diferenciacion celular. En concreto, el modelo se validara
con la simulacion de unos ensayos in vitro realizados con células satélites
musculares.

La migracion y proliferacion celular se ha modelado en diversos trabajos de la
literatura como un proceso similar a la difusion. Sin embargo, los modelos de
difusiéon para simular la proliferacion y migracion celular tienden a crear una
distribuciéon homogénea en la densidad celular, pero tal resultado puede no ser real.
La utilizacion de modelos estocésticos o de otro tipo (automatas celulares, modelos
de particulas, etc.) puede paliar estd restriccion. Por lo tanto, en este trabajo se
presenta un modelo estocastico (random-walk) para simular la proliferacion,
migracion y diferenciacion celular. Los tres procesos se consideran como
completamente estocasticos ademas de discretos.

El modelo desarrollado se ha implementado en Matlab donde se pretente aplicar
para predecir el comportamiento in vitro de unos cultivos celulares realizados con
células satélite musculares adultas. En estos cultivos se ha observado una
distribucion no homogénea de las células dentro del pocillo de cultivo. La
utilizacion de un modelo estocéastico permite predecir este resultado mejor que un
modelo de difusion continuo. El modelo se ha validado no sé6lo cualitativamente
(distribucion celular en los pocillos de cultivo) sino también cuantitativamente
incorporando los ratios de proliferacion y diferenciacion entre los resultados in vitro
y numéricos. Se ha realizado también un analisis de sensibilidad de los parametros
del modelo determinando, su influencia en los resultados. En el modelo desarrollado
se ha incorporado otro aspecto como la diferenciacion celular, considerando varias
poblaciones celulares simultaneamente. En el proceso de diferenciacion se ha
intentado simular la creacién de nanotubos o estructuras alargadas tal y como se
muestran en los resultados in vitro.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Estado del arte

La migracion y proliferacion celular se ha modelado en diversos trabajos de la
literatura como un proceso similar a la difusion (Lacroix et al., 2002). Bailon-
Plaza y Van der Meulen (2003) han simulado la migracion celular como un
proceso difusivo teniendo en cuenta los gradientes de la densidad de la matriz
(haptotaxis). Sin embargo, los modelos de difusion para la simulacidon de la
proliferacién y migracion tienden a crear una distribucion homogénea en la
densidad celular, pero tal resultado puede no ser real.

En la literatura hay diversos trabajos experimentales que han demostrado que las
cé¢lulas experimentan un movimiento aleatorio. Por ejemplo, Ambrose (1961)
observo como el movimiento de un fibroblasto aislado sobre la superficie de una
placa de cultivo era en su mayor parte aleatorio, mientras Carter (1965) fue de
los primeros en demostrar que las células realizan un movimiento aleatorio sobre
las superficies. Gail y Boone (1970) cuantificaron que la migracion celular
difiere del movimiento aleatorio puro en que los dngulos entre sucesivos giros
son muy proximos a cero; por lo tanto, las células muestran una persistencia en
sus movimientos. Mdas recientemente, Palsson y Bahatia (2004) observaron en un
analisis in vivo, que la distribucion espacial aleatoria también se puede generar
durante el proceso de proliferacion celular. Zohar y colaboradores (1998)
observaron experimentalmente, que las células madre mesenquimales (MSCs) se
diseminan por arrastre y por conveccion en el fluido. La direccidén natural de
movimiento es mas evidente en los fibroblastos; durante el proceso de curado de
heridas, los fibroblastos tienen una gran movilidad y migran en un gran numero
hacia la region de la herida (Spyrou et al., 1998). Diversos modelos de tipo
difusivo que reproducen este efecto se han venido desarrollando en la literatura
(Tranquillo and Murray, 1992; Dale et al., 1997). La aplicacién de modelos
estocasticos (random-walk) o de otro tipo (automatas celulares, modelos de
particulas, etc.) puede paliar esta restriccion (Chopard et al., 2010; Hoffmann et
al., 2011; Simpson et al., 2007; Alarcon et al., 2003; Pierce et al., 2004; Galle et
al., 2006; Perez and Prendegast, 2007).
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Durante la ultima década ha habido un aumento en el interés por usar modelos
discretos para la simulacion de la movilidad celular en diferentes contextos.
Distintos modelos discretos se han formulado utilizando diferentes
aproximaciones que incluye modelos celulares de Potts (Cellular Potts models-
CPM) (Turner and Sherratt, 2002; Savill and Sherratt, 2003; Merks and Glazier,
2005; Alber et al., 2006; Marée and Hogeweg, 2001; Merks and Glazier,2006;
Turner et al., 2004) y modelos de automatas celulares (Chopard et al., 2010;
Hoffmann et al., 2011;Simpson et al., 2007; Alarcon et al., 2003; Pierce et al.,
2004; Galle et al., 2006; Perez and Prendegast, 2007). Un autoémata celular (AC)
es un modelo matematico para un sistema dindmico que evoluciona en pasos
discretos. Es adecuado para modelar sistemas naturales que puedan ser descritos
como una coleccidon masiva de objetos simples que interactuen localmente unos
con otros. Fueron introducidos por J. V. Neumann y Ulam S. en la década de
1950 como modelo colectivo de reproduccion individual. Durante los ultimos
anos ha quedado claro que un AC tiene un potencial mucho mas amplio de
modelos para sistemas fisicos, quimicos y biologicos. En particular, los modelos
de AC han sido propuestos para un gran nimero de aplicaciones bioldgicas en
las que uno estd interesado en la aparicion de comportamientos colectivos
macroscopicos que surgen de la interaccidon microscopica de los componentes
individuales de las moléculas, células u organismos. Este método fue utilizado
por Simpson et al. (2007) en la simulaciéon de invasion celular. Chopard y sus
colaboradores (2010) también utilizo este modelo discreto para la simulacion de
transporte e interaccion de flujos de fluido en los aneurismas cerebrales y la
invasion de las células tumorales. Sin embargo, existen inconvenientes: en la
actualidad, existe una enorme variedad de normas diferentes para la frecuencia
de los procesos iguales o similares. Otros modelos de automatas celulares se han
utilizado en otras aplicaciones diferentes como prediccidon de patrones vasculares
(Peirce et al.,, 2004), crecimiento de tumores (Alarcon et al.,, 2003),
reconstruccion epitelial (Gale et al., 2006), etc.

Los modelos estocasticos son modelos discretos que derivan de los autématas
celulares en los que las células pueden ocupar nodos unicos o individuales (Pérez
and Prendergast, 2007), o pueden ocupar varios nodos adyacentes, como en el
modelo de celular Potts CPM (Graner and Glazier, 1992; Glazier and Graner,
1993; Izaguirre et al., 2004; Cickovski et al., 2005; Van Oers et al., 2008a, b).
Estos modelos pueden utilizarse para simular también una direccion preferencial
de migracion, lo cual puede ser interesante en casos en los que haya conveccion
o control quimico de la migraciéon. Los modelos estocasticos también permiten
incluir poblaciones celulares diferentes simultineamente.

Este tipo de modelos estocésticos se han utilizado en varios trabajos con un
enfoque mas mecanobiolégico combinando el modelo discreto (modelo
estocastico) con otros modelos continuos. Pérez y Prendergast (2007) fueron los
primeros en utilizar el método de movimiento aleatorio para la proliferacion



celular y la migraciéon en una simulacién que también incorporaba la
diferenciacion de tejidos. En este modelo, las células diferenciadas produjeron
sus tejidos caracteristicos (cartilago, tejido fibroso y hueso), que a su vez altera
las propiedades mecanicas del tejido macro, y por lo tanto el estimulo. De esta
manera, el curso temporal de la diferenciacioén de los tejidos puede ser capturado
en una simulacion. Este modelo estocastico-continuo se aplicdé mas tarde a la
simulaciéon de andamios Oseos (Byrne et al., 2007; Khayyeri et al., 2009), la
curaciéon de fracturas (Byrne, 2008), y la diferenciacion de los tejidos con
angiogénesis (Checa and Prendergast, 2009).

1.2. Ceélulas Satélites Musculares adultas

Las células satélites son las células madre, o pre-células musculares que ayudan
a la regeneracion del musculo esquelético adulto. Estas células satélites son
derivadas del musculo progenitor localizado por debajo de la [amina basal de las
fibras del musculo esquelético. Estas células estan siendo el objeto de numerosos
estudios de la medicina regenerativa y de la ingenieria de tejidos por su alto nivel
proliferativo y su capacidad de diferenciarse. El cultivo y la diferenciacion de las
c¢lulas satélites musculares in vitro han permitido a los investigadores el estudio
de estas células bajo condiciones severas, incluyendo procesos patoldgicos y
aprovechandolo para fines terapéuticos.

A raiz de la proliferacién (cuando las células se reproducen por satélite) y la
diferenciacion posterior (cuando el nucleo cambia para convertirse en un tipo
especifico de célula, en este caso, en una célula muscular), las células satélite se
fusionan entre si o con las adyacentes fibras musculares dafiadas, lo que aumenta el
nimero de mionucleos en las fibras para el crecimiento y la reparacion. La
proliferacion de células satélite es necesaria a fin de satisfacer las necesidades de
miles de células musculares que requieren potencialmente mds nudcleos. La
diferenciacidon es necesaria para que el nuevo nucleo pueda comportarse como un
nicleo de origen muscular. El nimero de mionucleos determina directamente la
capacidad de una célula muscular para fabricar proteinas, incluyendo los receptores
de andrégenos.

1.3. Objetivo

Las células madre o células mesenquimales (MSC) han sido objeto de estudio no
solo experimental, sino también a nivel computacional. Se han utilizado modelos
in silico de autdmatas celulares y de otros como los descritos con anterioridad
con el fin de reproducir la regulacion de la migracién y proliferacion celular
como funcién de la densidad celular (Hoffman et al., 2010). Este tipo de



simulacién in silico nunca se ha realizado con células satélites musculares.
Existe un gran interés en caracterizar el crecimiento (proliferacion, migracion y
diferenciacion) de las células satélites de forma cada vez mas completa y precisa
por su gran aplicacidon en estudios de medicina regenerativa. Ademads, hay una
creciente necesidad de crear un modelo de pueda simular cualquier tipo de
células previamente conocidos los ratios de proliferacion y diferenciacion.

Este Trabajo Final de Master se ha realizado dentro del Departamento de Ingenieria
Mecénica, en el area de Mecéanica de Medios Continuos y Teoria de Estructuras
donde se ha realizado un modelo estocéstico (random-walk) para simular la
proliferacion, migracion y diferenciacion celular (Pérez and Prendergast., 2007).
Los tres procesos se consideran completamente estocésticos ademas de discretos.

El modelo desarrollado se pretende aplicar para predecir el comportamiento in vitro
de unos cultivos celulares realizados con células satélite musculares adultas
(Manzano et al., 2011a). En estos cultivos se ha observado una distribucién no
homogénea de las células dentro de un pocillo de cultivo. Las células satélites son
las células madre o pre-células musculares, que sirven para ayudar a la regeneracion
del musculo esquelético adulto (Siegel et al., 2009). A raiz de la proliferacion y la
diferenciacion posterior, el nlicleo cambia para convertirse en un tipo especifico de
célula, en este caso, una célula muscular, las células satélite se fusionan entre si o
con las adyacentes a las fibras musculares dafiadas, lo que aumenta el niimero de
mionucleos en las fibras para el crecimiento y la reparacion. La proliferacion de
células satélite es necesaria a fin de satisfacer las necesidades de miles de células
musculares que requieren potencialmente mas nucleos. La diferenciacion es
necesaria para que el nuevo nucleo pueda comportarse como un nucleo de origen
muscular.

Este modelo se ha validado con los experimentos realizados en el Laboratorio de
Veterinaria de la Universidad de Zaragoza. En concreto, con células satélites
musculares de ratones de control (Wild Type - WT) y transgénicos (TR), ademés de
células procedentes de dos tipos de fibras: anaerobicas - Fast y aerobicas — Slow.
Las células tipo Fast provienen de tejido en el que se produce una contraccion
muscular mas rapida, mientras que las células tipo Slow provienen de tejidos con
funciones mas posturales (Philips et al., 1990; Putman et al., 2000; Huang et al,
2006; Manzano et al., 2011b). Los animales transgénicos (TR) son animales modelo
para una enfermedad neurodegenerativa (Esclerosis Lateral Amiotrofica) y
sobreexpresan la proteina mutada humana SOD1G93A (Lanza et al., 2005).



Capitulo 2

Material y Métodos

En este trabajo se pretende desarrollar un modelo estocastico que simule los
procesos mas bdasicos que experimenta una célula (proliferaciéon, migracion y
diferenciacion).

En primer lugar, se van introducir los conceptos basicos de proliferacion y
compararlos con resultados experimentales y computacionales en las células in
vitro. La dinamica de crecimiento y la organizacion espacial se evalia en términos
del nuamero de células, ratio medio de la poblacion, y ratio de proliferacion. En
segundo lugar, se demuestra la capacidad de la célula de migrar en el entorno del
pocillo. Para ello se ha realizado un estudio de sensibilidad del tamafio del salto y el
nimero de saltos que realizan las células que se muestra en el apartado de
resultados. En ultimo lugar, se demuestra la capacidad de nuestro modelo para
simular la diferenciacion y orientacion de las células tras especializarse. Y por lo
tanto, predecir una estructura micro-celular, de acuerdo con los resultados obtenidos
en los experimentos in vitro, lo que puede mejorar significativamente el
rendimiento de células en la expansion de los cultivos.

2.1. Proliferacion celular

La aproximacion utilizada para el modelado de la proliferacion celular se basa en
la teoria de movimiento aleatorio (random-walk). Es un proceso estocéstico.
Inicialmente la célula (en dos dimensiones) estd rodeada de cuatro posibles
posiciones que las células hijas (célula dividida en dos debido a la proliferacion
o mitosis) pueden llegar a ocupar. Una de las células hijas puede también
permanecer en la posicidon original, pero posiciones opuestas estan excluidas
como se muestra en la Figura 1, ya que movimientos a posiciones adyacentes son
mas probables que ocurran durante este proceso de mitosis/proliferacion. Las
cé¢lulas pueden ocupar posiciones vecinas con igual probabilidad p (ver Figura

).



Aunque la Figura 1 muestra cuatro posiciones libres alrededor de la célula antes
de dividirse, esto no sera asi, ya que en general se dard el caso de que alguna de
las posiciones ya esté realmente ocupada. Por lo tanto, el modelo incorpora la
“inhibicion por contacto” por medio del chequeo de posiciones libres mientras
las células proliferan y dependiendo de las posiciones disponibles (n), el valor de

la probabilidad p se calcula para cumplir la siguiente condicion Z - P :1. Si
todas las posiciones de alrededor estan libres, la probabilidad p dada por la
Figura 1 sera igual a 1/4. Si hay s6lo una posicion libre, la probabilidad de que
esa posicion sea ocupada sera igual a 1. Si todas las posiciones vecinas estan
ocupadas, la mitosis/proliferacion no tendra lugar.

®
L L L @ L @ @
®
p P p p

Figura 1. Posibles estados que cada célula puede ocupar al producirse la proliferacion. La distancia entre
posiciones es s6lo esquematica; posiciones adyacentes en el algoritmo se consideran como exactamente el
didmetro de una célula (Lanza et al., 2005).

En el modelo no todas las células tienen porque proliferar. Se ha definido un
coeficiente de proliferacion (ps) que se explicard en mas detalle en el apartado
2.4 de este Trabajo Fin de Master.

2.2. Migracion celular (ns, ts)

La migracion celular se basa también en la aproximacion estocéastica de movimiento
aleatorio. Teniendo en cuenta que el proceso de migracidon es mas rapido, una nueva
posicion para la célula migrando se elige varias veces durante una iteracion del
proceso de proliferacion. En el modelo utilizado en este trabajo, la migracion viene
controlada por el niumero de saltos (ns) que experimenta cada célula en cada
iteracion durante la simulacion y por el tamafio del salto (ts), es decir, la distancia
que recorre la célula en cada salto.

2.3. Diferenciacion celular

La diferenciacion celular se basa en la especializacion que sufre ciertas células
para cumplir una misién. Esta diferenciacion, como en los casos anteriores, se
considera como un proceso estocastico discreto.
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Inicialmente la célula que se marca para diferenciar, es controlada por la variable
pa. Esta variable controla el nimero de células que diferencian. No todas las
células marcadas diferencian, solamente aquellas que cuente con una célula
vecina con la que puede fusionarse y empezar a formar una célula muscular con
nucleacion doble. Posteriormente, esta célula se agrupa con las células cercanas
transformandose en estructuras alargadas similares a los nanotubos que crecen en
el tiempo, llegando a crear fibras musculares para la reparacion de las zonas
dafiadas.

Este tipo de células diferenciadas, ya no proliferan ni migran y se puede
considerar que estan practicamente inmoviles, por lo que el proceso de migracion
se detiene y solamente pueden crecer juntandose a las células cercanas, las cuales
también diferencian.

2.4. Datos experimentales

Para validar el modelo se han utilizado ensayos in vitro de cultivos celulares
realizados con células madre satélite musculares. Los cultivos in vitro se han
realizado en pocillos de 6.34 mm de diametro (placas de 96 pocillos) en los que
se sembraron 1000 células con medio de cultivo, el cual se va renovando
diariamente.

El experimento se prolonga durante 5 dias, durante los cuales se miden
marcadores que indican la proliferacion ¢ mitosis, y la diferenciacion. Este
trabajo se va a centrar fundamentalmente en reproducir los patrones de
proliferaciéon, migracion y diferenciacion de las células satélite musculares de
raton: Wild Type (WT) vs. Transgénicos (TR), y para cada uno de los tipos de
raton se pretende distinguir entre células que provienen de fibras anaerdbicas
(Fast) y las aerobicas (Slow). En los ensayos in vitro se hace un conteo de
células en el pocillo de cultivo (n=8) para cada uno de los casos y dias que dura
el experimento. En cada pocillo se determinan las células que hay en 4 zonas que
corresponden a la periferia del mismo, por lo tanto, de cada pocillo salen 4 datos
de células, y un total de 32 valores por grupo. Para calcular el nimero de células
se hace la media de todos los valores, y a partir de ahi se obtiene el ratio de
proliferacion para cada caso. Un resumen de los datos (ratio de proliferacion)
experimentales se muestra en la Tabla 1.



Fast 252 214 399 215 194
TR Fast 238 256 235 2.07 1.80
WT Slow 129 188 354 2.14 1.26
TR Slow 202 147 258 218 1.72

Tabla 1. Resumen del ratio de proliferacion en los cultivo celulares in vitro

Adicionalmente, en los experimentos se hacia el conteo de células en la zona central
del pocillo. De ahi se observo cémo inicialmente habia mas células en el contorno
que en el centro. Esos datos no se han tenido en cuenta para la realizacion de la
validacion cuantitativa de los resultados, solo para validar cualitativamente el
modelo.

En los datos mostrados en la Tabla 1 se observa que el comportamiento durante la
proliferacion es diferente dependiendo del tipo de raton y de las fibras de las cuéles
son extraidas las células. Las células de fibras tipo Fast proliferan mucho mas que
las que provienen de fibras tipo Slow. También se observan diferencias entre el tipo
de raton (WT vs. TR), el ratio de proliferacion es inferior en los ratones transgénicos
(TR) y también es mas homogéneo durante los dias que dura el experimento.

2.5. Algoritmo de implementacién

El dominio en el que se produce la simulacion es bidimensional y simula el
pocillo de cultivo (didametro 6.34 mm). Se ha estimado que las células satélite
musculares tienen un didmetro aproximado de 6.25 um. Por lo que la distancia
entre posiciones (Figura 1) se va a considerar igual al didmetro de la célula a
estudio, por lo tanto la densidad de poblacion celular es de 32707 células/mm?®.
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Figura 2. Algoritmo de implementacion.

El algoritmo seguido en la simulacion se muestra en la Figura 2. La simulacion
comienza colocando aleatoriamente un numero de células (las mismas que
experimentalmente — 1000 células) en el pocillo de cultivo. Las células empiezan a
proliferar siguiendo un porcentaje de proliferacion (pr) indicado en la seccion 2.1.
Se entiende por porcentaje de proliferacion (pr) como el porcentaje de la poblacion
que va a proliferar. Si el porcentaje es del 100% proliferan todas las células
presentes en ese momento, si el porcentaje es inferior, las células que proliferen son
escogidas aleatoriamente entre la poblacion existente. Se han definido dos
pardmetros que controlan el porcentaje de proliferacion: p; controla si el ratéon del
cual se extraen las células es Wild Type (WT) o si es transgénico (TR); pz, define el
ratio de proliferacion dependiendo del tipo de fibras (Fast o Slow). La combinacion
de ambos pardmetros da lugar al porcentaje de proliferacion pr (pr=pi.p2) Los
valores considerados para estos parametros en la simulacion se encuentran en la
Tabla 2. Son valores completamente fenomenologicos.

Una vez las células han proliferado, se produce la migracion utilizando el
movimiento aleatorio (random-walk) descrito en la seccidén 2.2. El proceso de
migracion viene controlado por dos pardmetros: el nimero de saltos (ns) y el



tamafio de salto (ts). Los valores utilizados en la simulacién se observan en la
Tabla 2.
I Y I Y

Tabla 2. Parametros del modelo utilizados en la simulacion: p;, porcentaje de proliferacion que controla si
la célula es WT 6 TR; p,, porcentaje de proliferacion que controla el tipo de tejido del cual se extrae la
célula (Fast 6 Slow); ng, nimero de saltos en la migracion; ts, tamafio del salto en la migracion.

S S

Después de la migraciéon se comprueba si la nueva posicién aleatoria esta
ocupada (Chequeo de la colision) (Figura 2). Si la posicion estd ya ocupada, se
elimina una de las células (apoptosis), y se iguala el nimero de colisiones al
numero de células eliminadas. A este proceso se le conoce en biologia con el
nombre de inhibicidn por contacto.

A partir del tercer dia de simulacion, se introduce en el algoritmo Ia
diferenciacion tal y como se explica en la seccion 2.3. En este proceso también
existe un porcentaje de diferenciacion pg que ajusta aleatoriamente, el nimero de
cé¢lulas que van a entran en el proceso de diferenciacion y controla el nimero de
células que se especializan para formar nuevo tejido. En este caso se ha
considerado que el ntmero de células marcadas sea del 10%. Tras la
especializacion, se chequea de nuevo las posiciones y se eliminan las células del
proceso de migracion y proliferacion que coincidan con posiciones de células ya
diferenciadas.

Finalmente, con la nueva poblacion se vuelve a iniciar el ciclo (Figura 2) hasta
que se llega al quinto dia de simulacion. Cada dia representa un ciclo del
algoritmo implementado.
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Capitulo 3

Resultados

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos tras las simulaciones. En
primer lugar, se van a mostrar los valores cualitativos y cuantitativos del proceso
de proliferacion y migracion del algoritmo explicado (Figura 2). En estos casos,
se muestran el ajuste realizado para obtener una mayor poblacion en los bordes
del pocillo en los primeros dias de simulacidn, asi como el ajuste de los saltos y
el tamafio de estos mismos que se produce en el proceso de migracion. Para
concluir, se muestran los valores obtenidos tras la incorporacion del proceso de
diferenciaciéon donde se observaran las estructuras alargadas que forman las
células ya diferenciadas.

3.1. Distribucion celular en el pocillo

En los experimentos se observo como las células en los primeros dias de cultivo
no se encontraban distribuidas uniformemente por toda la superficie del pocillo,
si no que habia una mayor densidad celular en los laterales que en el centro
(Figura 3a). En la simulacion se observa algo similar, sobre todo durante los tres
primeros dias donde hay mas concentracion de células satélite musculares en los
laterales que en el centro del pocillo (Figura 3b, 3c). Al continuar la simulacion,
se deja de apreciar este efecto, ya que al aumentar el nimero de células, éstas se
distribuyen dentro del pocillo de cultivo. Los resultados mostrados en la Figura
3b, se han obtenido utilizando 5 saltos durante la migracion (ns) y el tamafio de
salto es 1 (t5) para células WT-Fast.

En la tabla 3 se muestran cuantitativamente lo que se vino observando
cualitativamente en los experimentos. Hay mas células en los bordes que en el
centro. Los datos de la Tabla 3 corresponden a una Unica simulacion pero se ha
comprobado que se reproduce en todos los casos.
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(o | o | esvene | 01 | 02| 02

Células totales 1000 1992 3894 13182
5 1 Media centro 16 32 61 203
Media borde 17 34 80 235

Tabla 3. Resultados obtenidos con células WT-Fast con ng=5, t=1 donde se observa un mayor crecimiento
en el borde comparandolo con el centro del pocillo.

Figura 3. (a) Detalle de la distribucion de las células en un lateral del pocillo de cultivo obtenido
experimentalmente tras tres dias de cultivo, (b) Distribucion celular en el pocillo tras la simulacion del
tercer dia para células WT-fast, (¢) Detalle del borde del pocillo donde se observa mejor la distribucion.

3.2. Analisis de sensibilidad de los parametros de
migracion

Se ha realizado un estudio de sensibilidad de los parametros que controlan el
proceso de migracion: numero de saltos (Ns) y tamafio del salto (t5) (Figura 4). Se
observa como al aumentar el numero de saltos (ns) (Figura 4a y b), la
distribucidon celular es mas homogénea y cuantitativamente también hay mas
células. Y algo similar ocurre con el tamafio del salto (1), es decir, la distancia
que recorre la célula en cada salto. Al aumentar el tamafo se predice una

12



distribucién mas homogénea de las células en el pocillo de cultivo (Figura 4c y
d).

Figura 4. Distribucion celular en el pocillo tras la simulacion del tercer dia comparando con distintos
parametros de migracion (ng, ts): (a) n=7, t==1; (b) n=10, t=1; (c) n=5, t=3; (d) ns=7, t:=3. Células WT-
Fast

En la siguiente tabla se puede observar los valores cuantitativos del analisis de
sensibilidad. En ellos se observa que segiin aumenta el nimero de salto y el tamafio del
mismo, el nimero de células también aumenta debido a que no hay inhibiciéon por
contacto. Cuando el salto es mas pequeno, hay mas posibilidades de que haya una célula
cerca ya que la dispersion es menor y por lo tanto se produce muerte celular por
inhibicion de contacto. En esta ultima situacion, el nimero de células es menor al final
de la simulacion.
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EO I T T E

Células totales 1000 1989 3849 12401
3 1
Media borde 15 31 60 202
Células totales 1000 1992 3894 13182
5 1
Media borde 17 34 80 235
Células totales 1000 1990 3906 13597
7 1
Media borde 18 36 72 253
Células totales 1000 1987 3906 13939
10 1
Media borde 22 43 86 302
Células totales 1000 1991 3912 14205
3 3
Media borde 18 37 75 262
Células totales 1000 1991 3926 14458
5 3
Media borde 17 37 70 265
Células totales 1000 1991 3926 14554
7 3
Media borde 21 41 86 313
Células totales 1000 1990 3910 14071
3 5
Media borde 20 44 81 287
Células totales 1000 1989 3912 14339
5 5
Media borde 20 38 89 281

Tabla 4. Resumen del analisis de sensibilidad realizado con los parametros del tamafio de salto y nimero
de salto optimo. Células WT-Fast.

3.3. Resultados cuantitativos de proliferacion

Los ratios de proliferacion obtenidos en la simulacién para los distintos casos
considerados y comparados con los resultados experimentales obtenidos hasta el
5° dia, se muestran en la Tabla 5. Para la obtencion de los resultados
computacionales, se han realizado 5 simulaciones de cada caso, y se ha calculado
la media de las simulaciones anteriores, obteniéndose los resultados que se
muestran en la Tabla 5. La simulacion al estar basada en un modelo estocastico
da un resultado diferente cada vez, de ahi el evaluar la media.
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2.52 2.14 3.99 2.15 1.94

Experimental
WT Fast

Computacional 2.60 2.31 4.53 2.61 1.78

Experimental 2.38 2.56 2.35 2.07 1.80
TR Fast

Computacional 2.22 2.02 3.57 2.38 1.83

Experimental 1.29 1.88 3.54 2.14 1.26
WT Slow

Computacional 1.97 1.82 3.07 2.27 1.88

Experimental 2.02 1.47 2.58 2.18 1.72
TR Slow

Computacional 1.69 1.61 2.42 1.98 1.75

Tabla 5. Resumen del ratio de proliferacion en los cultivo celulares in vitro comparados con los obtenidos
computacionalmente.

Se puede observar en la Tabla 5, que los ratios de proliferacion son muy
similares entre los resultados computacionales y los experimentales. Las
diferencias que se aprecian pueden ser debidas a que en la simulacién no se ha
tenido en cuenta el proceso de diferenciacion. En el experimento de las células in
vitro se incorporaron una serie de marcadores que son capaces de indicar la
diferenciacion, por lo tanto si hay células que se diferencian dejan de proliferar y
por lo tanto los ratios de proliferacion son ligeramente diferentes.

3.4. Resultados cuantitativos y cualitativos de
diferenciacion

Una vez comprobada la proliferacion y migracion, se ha procedido a simular el
ciclo completo, incorporando la diferenciacion (Figura 2). En la tabla 6, se
muestran las poblaciones de células TR-Slow tras las simulaciones
computacionales obtenidos hasta el quinto dia y se observa como a partir del
tercer dia empiezan a aparecer c€lulas diferenciadas (Figura 5b). Se aprecia un
fuerte crecimiento al principio de las células diferenciadas, pero que luego
disminuye lentamente hasta casi ser insignificante su crecimiento el cuarto y
quinto dia.

Para la obtencion de los resultados computacionales, se han realizado 5 muestras
ya que se utiliza un modelo estocéstico similar a los casos anteriores, donde se
ha evaluado la media de los resultados y cuyos valores se muestran a
continuacion (Tabla 6).
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S = N N =

Células satélites 1691 2745 6899 15047 33000
Células diferenciadas 0 0 1905 2102 2530

Tabla 6. Resultados obtenidos computacionalmente para células TR-Slow.

En la tabla 7, se puede comparar los ratios de diferenciacion obtenidos en los
distintos casos, tanto experimentales como computacionales. Experimentalmente,
los datos de ratios de diferenciacion se obtienen gracias a unos marcadores de
Myogenina que indican si la célula tiene las caracteristicas para la
especializacion. Los ratios se han considerado a partir del tercer dia ya que es
cuando realmente se puede considerar que empieza la diferenciacion.

Ratio diferencial computacional 1,103 1,203
Ratio diferencial experimental 1,430 1,696

Tabla 7. Ratios de diferenciacion obtenidos a partir del tercer dia.

En los resultados obtenidos tras la diferenciacion de las células in vitro, se ha
observado que estas se agrupan formando figuras alargadas que se asemeja a los
miotubos (Figura 5a). Este proceso se ha simulado en el proceso computacional,
lo que implicaba que las células se agrupan a una célula vecina creando una
direccion preferencial, a partir de la cual esa célula se iba a agrandar, siempre y
cuando esa posicion estuviera ocupada. Estos resultados se han podido comparar
cualitativamente tanto, en las figura 5b donde se muestran la distribucion celular
desde el dia cero hasta el quinto dia, como en la figura 5c donde se muestra una
pequefia zona agrandada al quinto dia. En ambas figuras se observa las células
diferenciadas que empiezan a partir del tercer dia de color rojo.
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Figura 5. Distribucion celular durante el proceso de diferenciacion: (a) Resultados experimentales, (b)
Resultados computacionales donde se muestran las células diferenciadas (rojo) y las células sin diferenciar
(azules) (c) Detalle del resultado computacional.
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Capitulo 4

Discusion y Conclusiones

La metodologia presentada en este trabajo propone la utilizacion de un modelo
estocastico de movimiento aleatorio para simular el comportamiento de las células
satélites musculares en su proliferacion, su migracion asi como en su diferenciacion
(Perez and Prendegast, 2007). Los resultados obtenidos computacionalmente son
similares a los obtenidos experimentalmente en cultivos in vitro (Manzano et al.,
2011a) tanto cualitativa como cuantitativamente. Los ratios de proliferacion entre
ambos resultados son similares, con pequenas diferencias dependiendo si se
introduce la diferenciacion o no. También se ha podido comprobar que los ratios de
diferenciacion son similares a los obtenidos experimentalmente por la presencia de
ciertos marcadores a partir del dia 3 del ensayo (Tabla 5). Cualitativamente se ha
validado la metodologia planteada observando en distribucion de la poblacion
celular en distintas regiones de los pocillos de cultivo (Figura 3) y la creacion de
agrupaciones alargadas en las células diferenciadas (Figura 5). Experimentalmente
se observo como en los primeros dias, habia mas concentracion de células en los
bordes del pocillo que en el centro, hecho que se ha conseguido reproducir con la
metodologia planteada (Figura 3).

El modelo planteado cuenta con una serie de parametros cuya determinacion es
fundamentalmente fenomenoldgica. Por un lado, se ha considerado que el porcentaje
de proliferacion depende a su vez de dos porcentajes de proliferacion (p1 y p2), cada
uno de ellos dependiente del tipo de raton (WT 6 TR) y del tipo de fibra de la cual
se extraen las células (Fast 6 Slow). Esto es una limitacion del modelo, pero no se
han encontrado valores experimentales en la literatura. Otra limitaciéon del modelo
esta relacionada con los pardmetros que controlan el proceso de migracion (ns, ts).
Aunque hay trabajos en la literatura que confirman la movilidad de las células
satélites musculares (Siegel et al., 2009), no existe cuantificacion al respecto. De ahi
que se haya realizado un analisis de sensibilidad para determinar la influencia de
dichos parametros. Se ha observado que fundamentalmente afectan a Ila
homogeneidad en la distribucion de las células en el pocillo de cultivo. Otra
limitaciéon del modelo es la incorporacion de la diferenciacion celular ya que

18



experimentalmente solo se tenia unos marcadores orientativos de las células que
podian diferenciar. Esto proceso esta limitado porque al diferenciar, las células se
agrupan formando estructuras alargadas y en la bibliografia no habia simulaciones
respecto a esto que proporcionase informacion al respecto. Pero este proceso puede
ser mejorado en un futuro delimitando las células diferenciadas y obteniendo una
mejor definicion de la geometria.

En conclusion, este es el primer modelo in silico utilizado para reproducir el
comportamiento de células satélites musculares. El modelo estocastico de
movimiento aleatorio presentado en este trabajo es una aproximacioén que permite
simular la proliferacion, migracion y diferenciacion celular. Es una metodologia que
se puede implementar facilmente en algoritmos para simular problemas
mecanobiologicos o de ingenieria de tejidos, relacionados con las células y con un
desarrollo adicional podria utilizarse como apoyo en el estudio de patologias
neurodegenerativas.
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