«2s  Universidad
18 Zaragoza

1542

Trabajo Fin de Grado

Simulacion del comportamiento mecanico de
una célula ante distintas topologias mediante
software de EF

Simulation of the mechanical behaviour of a cell
through different substrate topologies via FE
software

Autor

Diego Sainz de Mena

Directores

Maria José Gomez Benito

Oscar Paseta Martinez

ESCUELA DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA
CURSO 2017/2018




Escuela de
Ingenieria y Arquitectura

Universidad Zaragoza

(Este documento debe acompafar al Trabajo Fin de Grado (TFG)/Trabajo Fin de
Master (TFM) cuando sea depositado para su evaluacion).

D./D2. Diego Sainz de Mena

con n2 de DNI 72895572Q en aplicacion de lo dispuesto en el art.

14 (Derechos de autor) del Acuerdo de 11 de septiembre de 2014, del Consejo

de Gobierno, por el que se aprueba el Reglamento de los TFG y TFM de la

Universidad de Zaragoza,

Declaro que el presente Trabajo de Fin de (Grado/Master)

Grado ,  (Titulo del Trabajo)

Simulacion del comportamiento mecanico de una célula ante distintas
topologias mediante software de EF

)

es de mi autoria y es original, no habiéndose utilizado fuente sin ser citada

debidamente.

Zaragoza, @ 27 de junio de 2018

Fdo: Diego Sainz de Mena




Escuela de
Ingenieria y Arquitectura

Universidad Zaragoza

Simulacion del comportamiento mecanico de una célula
ante distintas topologias mediante software de EF

Resumen

La mecanica celular es un campo de estudio interdisciplinar que trata de entender
cémo las células reaccionan ante distintos estimulos mecanicos. Dentro de esta area
hay numerosos estudios que se han centrado en la influencia de las propiedades
mecanicas de la célula y el sustrato en el que se encuentra. Sin embargo, no se ha
estudiado cémo la célula interpreta la topografia de la matriz extracelular y cémo
reacciona a nivel interno (en términos mecanicos) ante dicha geometria.
En esta linea, un grupo de investigacion de la Universidad de Maastricht llevo a cabo
un experimento in vitro en el cual se estudiaba el comportamiento de células
mesenquimales humanas (hMSCs) en funcién de la geometria del sustrato en el que
se encontraban.

El objetivo de este trabajo es desarrollar un modelo computacional que simule el
comportamiento celular ante distintas topografias, tal y como se realizé en la
experimentacion nombrada anteriormente, estudiando los cambios que se
producen a nivel interno de la célula y contrastando los resultados con los de la
experimentacion in vitro.

Para ello se realizaron numerosas simulaciones (tanto en 2D como en 3D) con el fin
de seleccionar el modelo mas adecuado (distintos métodos de calculo, técnicas de
remallado, etc.) y, una vez elegido éste, fijar los pardmetros para la simulacién
experimental (creacion de sustratos, modelos de comportamiento de los materiales,
etc).

Se simulé el contacto entre la célula y los sustratos mediante el método de los
elementos finitos. También se simulé el contacto entre dicha célula y un sustrato
plano, con el fin de comparar los resultados entre las simulaciones.

Ala vista de los resultados obtenidos, se aprecian diferencias importantes tanto en
el estado tensional como en el campo de deformaciones de las células cuando
contactan con distintos sustratos. Estas diferencias sin duda pueden estar
relacionadas con procesos biol6gicos como la diferenciacién, migracién, entre otros.
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1. Introduccion

La mecanica celular es un area altamente interdisciplinar que intenta entender
cémo reaccionan las células ante estimulos mecanicos tales como la rigidez del
sustrato en el que se encuentran (Sunyer et al., 2016) o las fuerzas a las que esta
sometido (Clause et al., 2010). En la ultima década, se han producido importantes
progresos en esta area gracias al avance de las técnicas experimentales y
computacionales, teniendo éstos un gran nimero de aplicaciones en las ciencias
médicas y bioldgicas.

Dentro de este campo destaca la importancia de los biomateriales, usados en
multitud de aplicaciones; entre las que se distinguen las protesis, los implantes y la
ingenieria de tejidos (Chan and Leong, 2008). Recientes estudios (Unadkat et al,,
2011; Heydari et al,, 2017) han demostrado que la reaccidn del cuerpo ante dichos
elementos depende enormemente de la topologia y material de la superficie de
contacto entre el sustrato y las células.

Son varios los factores que afectan al comportamiento de la célula: estimulos
quimicos, eléctricos, mecanicos, etc. Estos ultimos han sido estudiados bajo un
enfoque mas centrado en las propiedades mecanicas (tanto de células como de
sustratos) y en las variables mecanicas de las distintas partes de la célula, como la
deformacién del nucleo (Caille et al., 2002; Serrano et al,, 2017). De especial interés
es el estudio de estas variables en el ntcleo ya que se cree que son estas las que rigen
distintos procesos celulares como la diferenciacién, proliferacion y muerte
celulares. De hecho, cambios en la forma del nucleo se han relacionado con
modificaciones en el desarrollo, en la fisiologia y en ciertos procesos patolégicos
(Dahl et al., 2009).

Sin embargo, la influencia de la geometria que esta en contacto con la célula apenas
se ha estudiado, siendo éste un campo con multiples aplicaciones. Entender como
afectan estas geometrias puede conducir al disefio de acabados superficiales de
protesis e implantes que permitan modificar funciones celulares como la
diferenciacién o la migracion, lo cual representaria un gran avance para la ciencia
biomédica (Barnhart et al.,, 2011). Establecer una relaciéon entre la geometria en
contacto con la célula y la forma en que esta célula reacciona ante dichos estimulos
puede llevar a disefiar acabados superficiales que induzcan la diferenciacion de las
células en uno u otro tipo. Por ejemplo, diferenciacion en células 6seas para las
protesis e implantes (Ivanovski, S., 2010), o acabados que dificulten o impidan el
cultivo de bacterias (Tripathy et al., 2017).
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1.1. Antecedentes
En esta linea, existen algunas investigaciones sobre los efectos que se producen en
la célula al estar ésta en contacto con sustratos con distintas geometrias.
Especialmente, se ha estudiado como la interaccion con distintas topografias influye
en la morfologia de la célula y, por consiguiente, en el comportamiento de la misma.
(Hulsman et al.,, 2015; Unadkat et al., 2011).

Estas investigaciones se han basado en la experimentacién de la interaccion entre
las células y una amplia biblioteca de superficies compuesta por diferentes
geometrias, con el objetivo de identificar aquellas que afectan en mayor medida a
las distintas funciones celulares. Los resultados de las simulaciones mostraron
cémo la célula alteraba su comportamiento (velocidad de migracién, adhesion,
proliferacidn, etc.) en funcién del tipo de geometria con la que contactaba. (Carlier
etal, 2017).

Debido al elevado coste (tanto de tiempo como de recursos) que supone la
experimentacion celular, afiadido a la complejidad de ciertos procesos celulares,
surge la necesidad de conseguir modelos tedricos que puedan predecir el
comportamiento de la célula en funcién del entorno en que se encuentra.
En esta linea, distintos trabajos han relacionado los estimulos mecanicos a los que
se encuentra sometida la célula con el comportamiento de la misma. Desde la teoria
inicial de Pauwels (1960), se han ido desarrollando nuevas teorias (Carter et al,,
1988; Claes and Heigele, 1999), mas complejas, que estudian cdmo la distribucion
de deformaciones y tensiones en la célula modifican la diferenciacion celular y otros
procesos celulares (Prendergast and Huskies, 1997; Garcia-Aznar et al., 2006;
Gomez Benito et al., 2005). Estos trabajos centran la atencién en la deformacion de
la célula y la matriz extracelular en la que se encuentra, haciendo hincapié en la
deformacion volumétrica y la asociada al cambio de forma (segundo invariante del
tensor desviador de deformaciones).

= Hueso

— mCartilago
o 10 20 30 40 50 G0 70 80 90 100 Tejido
fibroso

SEGUNDO INVARIANTE DEL TENSOR DESVIADOR (%)

Figura 1. Diferenciacién celular en funcién del segundo invariante del tensor de desviador de
deformaciones en el niicleo (Gémez Benito et al., 2005).

Tal y como se observa en la Figura 1, los estudios mas recientes han sido capaces de
establecer un rango de deformaciones asociadas a la diferenciacién en distintos
tipos de células (6seas, cartilaginosas o células de tejido fibroso).

______________________________________________________________|
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A pesar de que estas investigaciones y trabajos han conseguido notables avances, no
se ha logrado entender por completo el proceso por el cual la célula reacciona de
una forma u otra ante estos estimulos mecanicos. Aunque se han publicado modelos
que pueden predecir en cierta forma el comportamiento de la célula en funcién de
ciertas variables (Heydari et al.,, 2017; Hulsman et al.,, 2015), por lo que nosotros
sabemos, no se ha estudiado la relaciéon entre cémo la célula siente e interpreta la
topologia del sustrato en el que se encuentra y los fenémenos que ocurren a nivel
interno de la célula.

1.2. Objetivo y alcance
Nuestro objetivo es, por tanto, entender como la topologia del sustrato modifica la
distribucion de tensiones y deformaciones dentro de las distintas partes de la célula
y a su vez como la célula modifica su respuesta activa ante el estado tensional
provocado por esta geometria, para entender cudl es su papel en los distintos
procesos celulares (proliferacion, diferenciaciéon, migracion y muerte celular).

Para ello, se va a simular la interaccion entre una célula y diferentes sustratos y
estudiar los resultados desde un enfoque puramente mecanico, contrastando dichos
resultados con experimentos in vitro (Carlier etal., 2017). Se pretende asi relacionar
las variables mecanicas obtenidas mediante las simulaciones con los
comportamientos observados durante la experimentacién, comprobando la validez
del modelo computacional. Entender la respuesta celular ante distintas topologias
puede ayudar en el disefio de implantes y en Ingenieria de Tejidos, ya que el modelo
elaborado podra dar un paso para predecir el comportamiento de las células ante
distintos acabados superficiales de prétesis y geometrias de sustitutos de hueso o
cartilago (scaffolds). Por otro lado, la posibilidad de disponer de un modelo in silico
de la respuesta celular ante distintas topologias ayudara en disefio de nuevos
experimentos in vitro, ya que sera posible probar una gran cantidad de ellas antes
de realizar los experimentos descartando los disefios menos adecuados y
priorizando aquellos con resultados mas prometedores.

DIEGO SAINZ DE MENA 5
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En el plano computacional, esta simulaciéon representa un gran reto, ya que las
caracteristicas geométricas del sustrato, unidas al comportamiento no lineal de la
célula, hacen que sea complejo establecer el contacto entre ambas partes de forma
estable y uniforme.

Figura 2. Simulacién en 2D de la interaccién entre un sustrato ondulado y una célula..

Para ello, se ha partido de simulaciones en 2D (Figura 2) con el objetivo de ajustar
algunos parametros (como el tipo de interaccion: cohesiva, con friccion, etc.). En
paralelo, se han probado distintas técnicas de calculo y mallado en modelos simples
en 3D (Figura 3): conversion de los elementos a particulas (SPH), remallado,
estudios de sensibilidad de mallado, utilizacién de distintos tipos de malla
(tetraédrica, hexaédrica), entre otros.

Figura 3. Simulacién del contacto de la célula con una superficie plana por
medio de la conversion a particulas.

DIEGO SAINZ DE MENA 6
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2. Materiales y métodos

Para la simulaciéon partimos de los experimentos desarrollados por el grupo de
investigacion de la Universidad de Maastricht, en los cuales se estudié el
comportamiento de células mesenquimales humanas (hMSCs) al disponer las

mismas en sustratos con distintas geometrias de acabado superficial (a escala
micrométrica) (Unadkat et al., 2011).

Los experimentos constaban de un dispositivo de medicidon de alto rendimiento
(TopoChip), en el cual se alojaba una amplia libreria de geometrias distintas de
sustratos (2176 sustratos), tal y como se representa en la Figura 4. Ademas de las
geometrias de la libreria, se afladieron varias celdas con superficie plana para
controlar y comparar el comportamiento celular.

Figura 4. Dispositivo de medicién (TopoChip) utilizado en la
experimentacién. Cada una de las celdas en las que se encuentra

dividido (TopoUnit) corresponde a un sustrato distinto (Hulsman et
al, 2015).

Las geometrias de los sustratos fueron creadas mediante una combinacién aleatoria
de figuras geométricas simples de distintos tamafos (Figura 5).

Primitives - Feature - == TopoUnit

PR R R
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Figura 5. Proceso de generacion de las geometrias de los sustratos (Hulsman et
al, 2015).
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Cada uno de los sustratos (TopoUnit) tiene unas dimensiones de 280 pm x 280 pum,
con una altura de relieve de 5 pm.

Una vez disefiadas, las diferentes geometrias se construyeron mediante el
estampado en caliente de una capa de acido polilactico sobre un molde de silicona
que tenia la forma del negativo de la geometria a crear.

En cada TopoUnit se introdujeron las células mesenquimales con una concentracién
de 4000 células por cm?. Tras esperar un tiempo a que el comportamiento de éstas
se estabilizara, se enfocd el TopoChip con un microscopio de fluorescencia para
inspeccionar visualmente las diferencias de comportamiento entre las células de las
distintas celdas.

Al analizar el comportamiento de las células (Hulsman et al., 2015) en los sustratos
se aplicaron técnicas de estadistica para hallar la relacién entre determinados
patrones geométricos (distancia entre relieves, factor de forma de los relieves, etc.)
y la respuesta celular ante esos estimulos (forma del nucleo, alineacién de la célula,
etc.). Este analisis perseguia obtener las geometrias concretas (hits) que
estimulaban una respuesta determinada en la célula. Para ello, se ordenaron los
sustratos en funcidn de como afectaban a cada una de las variables celulares
analizadas.

Asi, se llegd a establecer ciertas relaciones entre algunas variables geométricas
(factor de forma del nicleo) con caracteristicas geométricas concretas del sustrato
(espacio entre relieves confinado y elongado). A su vez, también se vio como ciertas
variables (cantidad de ADN en la célula) no estaban influidas por la topografia del
sustrato.

Siguiendo la linea de esta investigacidn, se realiza el analisis mediante software de
elementos finitos del entorno de la simulacion experimental, con el objetivo de
contrastar los resultados in-vitro con los obtenidos mediante el analisis
computacional.

La simulacion consta de una célula (compuesta por citoplasma y nucleo) y cuatro
sustratos con distintas geometrias superficiales. Se simula la interaccion entre la
célula y cada sustrato de forma independiente.

Los sustratos han sido creados en base a los modelos proporcionados por el grupo
de investigacidn, respetando las dimensiones y forma de los mismos. Para ello se ha
utilizado SOLIDWORKS (Dassault Systemes, Francia), programa de CAD.
Para la simulacion del comportamiento de la célula se ha empleado el programa
ABAQUS 6.14-1 (Simulia, E.E.U.U), herramienta de calculo computacional basada en
el método de elementos finitos (FEA).

DIEGO SAINZ DE MENA 8
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2.1.Geometria y malla

2.1.1. Geometria
La geometria de la célula se ha creado a partir de las mediciones proporcionadas por
los investigadores de la Universidad de Maastricht, tanto para células sobre
superficie plana, como sobre superficie experimental. Dichas medidas son 122 pum
de largo y 8 um de ancho para las células sobre el sustrato experimental (Figura 6
a)y 147 um de largo y 22 pm de ancho para las células sobre superficie plana (Figura
6 b).

Figura 6. Medicion de las dimensiones de la célula sobre un sustrato experimental (a) y sobre
sustrato plano (b). Ambas imdgenes corresponden a una superficie de 280 um x 280 um
(Hulsman et al, 2015).
Por su parte, las medidas del nticleo de la célula se han estimado en 14 um de largo
por 7,5 um de anchura.

Asi, la célula a simular presenta el aspecto que se observa en la Figura 7. El
citoplasma se ha simulado como un semielipsoide con base plana, mientras que el
nucleo tiene una forma elipsoidal perfecta. Las dimensiones son las que aparecen en
la Figura 7, situandose el nucleo a 2 pm de distancia entre su centro y la base del
citoplasma.

120

Figura 7. Croquis y dimensiones, en um, de la célula utilizada en la simulacién.

______________________________________________________________|
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Partiendo de las medidas de los sustratos experimentales utilizados en Ia
investigacion, se han generado cuatro sustratos distintos para simular la interaccién
de la célula con los mismos.

Todos ellos comparten una base cuadrada plana de 280 pm de lado, con una altura
de relieve de 5 pm. Las diferencias entre ellos estriban en la geometria en planta de
dichos relieves, asi como en la separacidn entre ellos.

Matriz 1

P
v %

Figura 8. Matriz #1. Vista en perspectiva y en planta.

En esta matriz (Figura 8) el espacio entre relieves, donde se asentara la célula, es de
unos 5 um (en su parte mas estrecha).

Matriz 2

6

e e
Parereroc?

Vi N

e
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S e
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Figura 9. Matriz #2. Vista en perspectiva y en planta.
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El espacio minimo entre relieves en el caso de esta matriz (en la direcciéon de
colocacion de la célula) es de unos 2,5 um (Figura 9).

e
e 5 S

Figura 10. Matriz #3. Vista en perspectiva y en planta.

Matriz 3

Para la direccién de colocaciéon de la célula el espacio minimo entre relieves es de,

aproximadamente, 8,6 um (Figura 10).

Matriz 4

Figura 11. Matriz #4. Vista en perspectiva y en planta.

En el caso de esta matriz (Figura 11) el espacio minimo entre relieves en la direccién
de colocacion de la célula es de unos 2,6 um.

______________________________________________________________|
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2.1.2. Materiales
La célula se ha modelado como un material hiperelastico Neo-Hookeano (Serrano-
Alcalde et al., 2017), distinguiendo dentro de ella el citoplasma y el ntcleo, al tener
éstos distintas propiedades. El comportamiento de dicho material viene dado por su
funcién de densidad de energia de deformacion:

W=—( -1+ - 3) Ec. 1
1

Siendo ] el jacobiano del determinante del tensor gradiente de deformacién y I; el
primer invariante de la parte desviadora (isocdrica) del tensor de deformaciéon de
Cauchy por la izquierda. Donde el tensor de deformacion de Cauchy y su parte
desviadora se definen:
b = FFT = J?/3p
Ec.2
b=]"2*p

A su vez, los coeficientes C; y D; se relacionan con las propiedades del material
elastico mediante:

G 2

C, =— D, =—

17 17k

Cont: Ec. 3

R _E
T 2(1+v) T 3(1-2v)

G

Siendo E el médulo elastico y vel coeficiente de Poisson del material.

El citoplasma y el nicleo se han simulado como materiales distintos, ambos
isotropos e hiperelasticos. El nicleo se ha considerado diez veces mas rigido que el
citoplasma, de acuerdo con los trabajos previos (Lammerding J.,, 2011.). Para
definirlos, basta con los valores del mddulo de elasticidad y del coeficiente de
Poisson recogidos en la Tabla 1.

Citoplasma Nucleo
Médulo elastico (kPa) 1 10
Coeficiente De Poisson 0,4 0,4

Tabla 1. Propiedades de los materiales de la célula (Lammerding J.,, 2011; Serrano-Alcalde et al, 2017).

Los sustratos se han simulado como sélidos rigidos, ya que sus propiedades
mecanicas son varios 6rdenes de magnitud superiores a las de la célula.

______________________________________________________________|
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2.1.3. Mallado
La célula (tanto citoplasma como nucleo) ha sido mallada con elementos
tetraédricos, al ser éstos los que mejor se adaptan a la geometria semielipsoidal de
la misma.

Para determinar qué tipo de elemento utilizar (tetraedro lineal o cuadratico), se ha
realizado un estudio de sensibilidad de mallado. En dicho estudio se simularon
varias mallas con distintos sustratos, empleando los pardmetros de mallado de la
Tabla 2.

Al analizar los resultados, se comprobd que, si bien la malla cuadratica
proporcionaba unos resultados algo mejores, el coste computacional asociado a
dicha malla no compensaba la diferencia en los resultados. Asi, la malla elegida es la
compuesta por tetraedros lineales.

Tipo de elemento
Lineales Cuadraticos
Tamafio elemento 0,55 um 0,8 um
Numero
100.000 36.000
elementos
Numero nodos 21.000 56.000

Tabla 2. Pardmetros de mallado de la célula (el niimero de nodos y de
elementos es aproximado, varia segtin el caso a simular).

Las dimensiones de la malla del sustrato son acordes a las del mallado de la célula:
un tamafio aproximado de 0,55 um para el caso de discretizacion linear de la célula
y alrededor de 0,8 um en el caso de utilizar una malla cuadratica en ella.
Dado que el sustrato posee un médulo elastico varios 6rdenes de magnitud superior
al de la célula, éste se ha simulado mediante elementos rigidos bidimensionales, es
decir, sin espesor.

______________________________________________________________|
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2.2.Condiciones de contorno y cargas

Ala hora de simular el contacto entre la célula y el sustrato, debido a la complejidad
de la geometria y al comportamiento de la célula (no linealidades tanto en
desplazamientos como en deformaciones), se ha empleado la hipétesis de grandes
deformaciones.

Debido las grandes deformaciones, y, especialmente, a las dificultades que presenta
el contacto entre la célula y la matriz, se ha calculado la simulacién mediante
ABAQUS/Explicit (calculo explicito), ya que el calculo mediante ABAQUS/Standard
(calculo implicito) presentaba problemas de convergencia. A la hora de discretizar
los elementos de la simulacién se ha tenido en cuenta el tipo de cdlculo que se ibaa
realizar, ya que el calculo explicito es mas sensible a los cambios e irregularidades
en la malla.

A partir de los resultados experimentales, se ha visto que la célula contacta con la
base del sustrato, es decir, se sitia entre los relieves de la matriz (Hulsman et al,,
2015).

Para poder simular esta interaccion contraemos la célula de tal forma que quepa
entre los relieves del sustrato. Dado el paralelismo existente entre la contraccién
celular y la contraccion térmica, se ha simulado la contraccion celular mediante un
coeficiente de expansioén térmica (is6tropo y constante en toda la célula) y un
decremento de temperatura. La contraccién experimentada por la célula en esta
situacion depende del sustrato en particular, al tener todos ellos distinta separacién
entre relieves. Los valores de contraccion se encuentran entre el 55% (relieves mas
espaciados, correspondiente a las matrices #1 y #3) y el 75% (menor separaciéon
entre relieves, matrices #2 y #4).

Asi, se parte de la célula con sus dimensiones iniciales, situada unos 2 um por encima
de la cara superior del sustrato, de tal forma que no se establezca ningun tipo de
contacto en este paso de la simulacion (Figura 12), y se procede a contraerla hasta
alcanzar las dimensiones requeridas. Este paso de carga se realiza tan s6lo a efectos
de establecer el contacto con el sustrato y el relieve del mismo.

______________________________________________________________|
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Figura 12. Situacién de la célula al inicio de la simulacion.

Una vez la célula se ha contraido lo suficiente (Figura 13) se introduce una fuerza
volumétrica en todo el modelo que hace descender a la misma hasta establecer
contacto con el sustrato. El valor de dicha fuerza en este caso es de 0,015 pN/um3.

d—

Figura 13. Célula contraida.

El valor de la fuerza volumétrica para conseguir el desplazamiento se ha obtenido a
partir de sucesivas iteraciones. Se ha optado por una fuerza de menor magnitud para
evitar, en la medida de lo posible, el efecto de las fuerzas de inercia asociadas, que
ocasionaban problemas de contacto. A su vez, se ha prolongado la duracién de este
paso de calculo hasta que dichas fuerzas inerciales han sido amortiguadas y la célula
se ha asentado de forma estable en la base de la matriz.

El contacto entre ambas superficies se supone sin friccion para facilitar la
adaptacion de la célula, siendo el sustrato la superficie maestray la célula, la esclava.
Si bien es cierto que en los experimentos la célula presenta una cierta adhesién al
sustrato, ante los problemas presentados al simular la interaccién mediante un
contacto cohesivo (Céndor, M. and ]J. M. Garcia-Aznar, 2017) se ha optado por
]
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considerar un contacto sin friccién y sustituir esa adhesiéon por una fuerza
volumétrica que mantenga el contacto entre la célula y la matriz durante la
expansion de la célula.

Cuando el contacto entre ambos elementos es estable y uniforme a lo largo de su
superficie (Figuras 14 y 15), se procede a expandir progresivamente la célula,
estableciéndose ahora el contacto entre ésta y las paredes de los relieves.
Esta es la parte en la que se modela el contacto observado durante la
experimentacidn, al depender éste de la geometria de los relieves del sustrato.

Figura 14. Contacto estable entre célula y sustrato, previo a la expansion.

Cabe destacar que, con el objetivo de asegurar un buen contacto con la base del
sustrato, se ha aumentado el valor de la fuerza volumétrica (unos tres 6rdenes de
magnitud mayor, alcanzando un valor de 15 pN/um?3), contrarrestando asi la
tendencia a separarse del sustrato que mostraba en las primeras simulaciones
(Figura 16). Esta fuerza volumétrica se encuentra dentro del orden de magnitud de
la fuerza que realmente sufre la célula por su propio peso, simulando en este paso
de carga el estado real de contacto de la célula con el sustrato.

+3.654e+00
+1.000e+00
+9.167e-01
+8.333e-01
+7.500e-01
+6.667e-01
+5.833e-01
+5.000e-01
+4.167e-01
+3.333e-01

+2.500e-01
+1.667e-01
+8.333e-02
+0.000e+00

Figura 15. Distribucion de la presion de contacto, en Pa, a lo largo de la base de la célula. (Matriz #1).
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Asi, este valor de la fuerza volumétrica pretende simular las condiciones reales de
la experimentacion in vitro (peso propio de la célula).

Durante toda la simulacion, el sustrato se fija para impedir su movimiento.

TIT
T

Figura 16. Influencia de la fuerza volumétrica en el contacto: arriba, una fuerza de 1,5 pN/um3; abajo,
una fuerza de 15 pN/ums,

Hay que tener en cuenta que en las simulaciones llevadas a cabo tnicamente se ha

estudiado la interaccion de la célula en una direccién (la mas desfavorable, con

menor espacio entre relieves), quedando por estudiar el comportamiento de la

célula en contacto con los relieves situados en la direcciéon perpendicular a la

estudiada.

______________________________________________________________|
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3. Resultados

3.1.Simulacion en 2D

Para poder ajustar el tipo de interaccidn entre la célula y el sustrato, ademas de los
parametros del contacto, se comenzé con la simulacién en 2D de una célula
semielipsoidal en contacto con sustratos con distintos tipos de geometria (Figura
17). Asimismo, se prob6 con diferentes tipos de contacto: contacto con friccidn,
contacto cohesivo y contacto sin friccidn; siendo este tltimo el elegido, al presentar
menos problemas para las simulaciones y obtener resultados satisfactorios desde el
punto de vista bioldgico.

En estas primeras simulaciones se modeld la célula sin ntcleo; es decir, se considerd
el ndcleo con las mismas propiedades que el citoplasma. Dado que el objetivo de
estas simulaciones era conseguir unos valores iniciales para modelar el contacto
entre matriz y célula, esta aproximacion demostr6 ser suficientemente precisa.
Como ya se ha mencionado anteriormente, en los calculos se emple6 la hipétesis de
grandes deformaciones (NLGEOM: ON, en ABAQUS). No obstante, al tratarse de
geometrias mas sencillas y que, por tanto, presentaban menos problemas de
contacto, se realizaron las simulaciones en ABAQUS/Standard (calculo implicito).

AN - s - N . e AT Th— _— T -

Figura 17. Geometrias de los sustratos utilizados en las simulaciones en 2D.

En la Figura 18 se presentan los resultados de las simulaciones de contacto en 2D
entre la célula y los sustratos de la Figura 17.

Cabe destacar que el modelo de contacto cohesivo, a pesar de ser el mas aproximado
a la simulacién experimental, se descart6 por los problemas de convergencia que se
observaron (Figura 19). Se simul6 la elongacién de la célula con contacto cohesivo
con el sustrato. Durante esta simulaciéon se observo que la célula cambiaba
considerablemente su configuracidon mientras se adaptaba al sustrato, no

______________________________________________________________|
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pudiéndose lograr asi la convergencia. Sélo se consiguieron buenos resultados
cuando la célula no variaba tan apenas su posicién inicial. Sin embargo, nuestro
objetivo es ver el efecto que sobre la célula tiene adaptarse a la topologia del
sustrato, proceso en el que la célula sufre importantes cambios de configuracion.

B R

P Wy N

Figura 18. Resultados de la simulacién de la interaccién entre la célula en 2D y los sustratos creados
arbitrariamente.

El contacto cohesivo ha sido usado anteriormente para simular el contacto entre
célula y sustrato, pero cuando la superficie de contacto apenas variaba (Céndor, M.
and J. M. Garcia-Aznar, 2017). La notable diferencia de geometria entre ambos casos
hace que sea complicado aplicar este tipo de contacto.

LE, Max. In-Plane Principal

(Avg: 75%)
+7.502e-01
+6.871e-01
+6.240e-01
+5.608e-01
+4.977e-01
+4.345e-01
+3.714e-01
+3.082e-01
+2.451e-01
+1.81%e-01
+1.188e-01
+5.565e-02
-7.498e-03

Figura 19. Simulacion del contacto cohesivo sobre un sustrato ondulado (campo de deformaciones
mdximas en el plano).
Por otra parte, las simulaciones del contacto sin friccion con los cuatro sustratos de
la Figura 17 sirvieron para ajustar los valores de la fuerza volumétrica, utilizados
como valores de partida en las posteriores simulaciones en 3D. Esta fuerza
volumétrica se estimé en unos 15 pN/ums3.

______________________________________________________________|
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3.2.Simulacién en 3D

En primer lugar, se comenzo6 simulando el contacto entre una célula, ahora ya con
nucleo, sobre un sustrato liso (Figura 20). En este caso partimos de la geometria de
una célula en suspension, esférica, de didmetro 30 um.

Figura 20. Simulacién del contacto entre una célula esférica y un sustrato plano.
Configuracion indeformada (izquierda) y deformada (derecha).

Asi, se comprobarony ajustaron los valores de los parametros de contacto obtenidos
mediante las simulaciones en 2D.

En la Figura 21 se presenta la distribucién de la presién de contacto en la base de la
célula. Como se ve, se ha logrado un contacto uniforme en toda la superficie con
presiones en torno a 500 Pa en la parte central de la base de la célula.

+6.128e+02
+5.617e+02
+5.106e+02
+4.596e+02
+4.085e+02
+3.575e+02
+3.064e+02
+2.553e+02
+2.043e+02
+1.532e+02
+1.021e+02
+5.106e+01
+0.000e+00
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Figura 21. Distribucion de la presién de contacto, en Pa, en la base de la célula esférica en contacto
con el sustrato plano.
A partir de los valores obtenidos de la simulacién del contacto entre la célula esférica

y el sustrato plano, se simul6 el contacto entre una célula semielipsoidal (sin ntcleo)
y los sustratos experimentales.
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Las primeras simulaciones se realizaron en ABAQUS/Standard (calculo implicito).
En estas simulaciones se probaron distintas funciones: remallado, conversién a
particulas (SPH), distintos tipos de malla, etc. Sin embargo, ante los problemas de
convergencia que presentaba el contacto, se comenzd a simular en ABAQUS/Explicit
(calculo explicito).

Una vez logrado el contacto entre la célula semielipsoidal y los sustratos (Figura 22)
se anadio6 el nucleo y se afinaron las mallas, con el objetivo de obtener resultados

Yy
S
Vm

3.2.1. Analisis de resultados
Vamos a estudiar distintas variables mecanicas tanto en el citoplasma como en el
nucleo. De especial interés es el estudio de estas solicitaciones en el nucleo ya que
se cree que son estas las que rigen distintos procesos celulares como la
diferenciacidn, proliferaciéon y muerte celulares. De hecho cambios en la forma del
nucleo se han relacionado con modificaciones en el desarrollo, en la fisiologia y en
ciertos procesos patolégicos (Dahl et al., 2009).

Dado que de las cuatro simulaciones s6lo una alcanzé la convergencia completa
(matriz #3), sera en ésta en la que se centre el estudio de las variables mecanicas,
comparando los resultados de la simulacion con el comportamiento de la célula en
contacto con un sustrato plano.

Los resultados de las demas simulaciones, al no alcanzar la convergencia completa,
s6lo podran ser analizados y comparados en términos cualitativos, al estar influidos
por la contraccién impuesta en el calculo.

Dentro de las simulaciones que no han alcanzado la convergencia completa, debido
alaimportante diferencia del tamafio del espacio entre relieves entre unos sustratos

y otros, se van a analizar los resultados distinguiendo las matrices en funcién de esta
L
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variable. Asi, la matriz #1, que cuenta con un espacio entre relieves superior a las
otras dos (5 um), alcanz6 un 75% de expansidn. Las matrices #2 y #4, con un espacio
entre relieves mas reducido (2,5 um y 2,6 um, respectivamente), alcanzaron
alrededor del 25% de expansion.

Matriz #3

En la Figura 23 se presenta el aspecto de la deformada al final de la simulacién para
la matriz #3. Como se ve, la célula se ha adaptado a la geometria de los relieves,
adaptando su forma.

y
=\

Figura 23. Deformada de la célula en contacto con la matriz #3.

La distribucién de presiones de contacto mostrada en la Figura 24 indica que, de
igual forma que en el caso de la simulacién de la célula esférica sobre sustrato plano,
el contacto es uniforme a lo largo de la base de la célula.

+9.061=2+401
+3.000e+401
+2.750e401
+2.500e401
+2.250e+01
+2.000e+01
+1.750e+01
+1.500e+401
+1.250e+4+01
+1.000=+401
+7.500e400
+5.000=400
+2.500e400
+0.0002+00

Figura 24. Distribucion de la presion de contacto, en Pa, en la base de la célula en la simulacion de la
matriz #3.

______________________________________________________________|
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La presion en la mayor parte de la base se sitia en torno a los 15Pa, se observa una
pequeiia concentracion de tensiones en la parte central de la célula con tensiones de
unos 30 Pa. Sin embargo, las mayores concentraciones de tension se producen en la
parte lateral de la célula, en la zona de contacto con las paredes laterales de los
relieves del sustrato.

A continuacion se presentan las distribuciones de tensiones principales maxima y
minima en la célula.

S, Max. Principal S, Min. Principal

{Avg: 75%) (Avg: 75%)
+5.453e+03 +8.533e+02
+1.000e+02 +1.000e+02
+7.917e+01 +7.917e+01
+5.833e+01 +5.833e+01
+3.750e+01 +3.750e+01
+1.667e+01 +1.667e+01
-4,167e+00 -4,167e+00
-2.500e+01 -2.500e+01
-4,583e+01 -4,583e+01
-6.667e+01 -6.667e+01
-8.750e+01 -8.750e+01
-1.083e+02 -1.083e+02
-1.292e+02 -1.292e+02
-1.500e+02 -1.500e+02
-3.828e+02 -7.54%9e+03

Figura 25. Distribucion, en Pa, de la tension principal mdxima (izquierda) y la tensién principal
minima (derecha) en el citoplasma de la célula en contacto con la matriz #3.
Al analizar la distribucién de las tensiones principales en el citoplasma (Figura 25)
se observa que la tension principal maxima toma un valor de unos -20 Pa en la mayor
parte del mismo, alcanzandose los valores maximos en las zonas de contacto con la
superficie lateral de los relieves del sustrato, donde toma valores positivos. La
tensién principal minima toma un valor muy similar en gran parte del citoplasma.
Los valores maximos (méas negativos) de la tension principal minima se ubican
también en la zona de contacto con los relieves del sustrato. Estos valores de
tensiones principales indican que el citoplasma se encuentra sometido a un estado
de compresion en su mayor parte.

______________________________________________________________|
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Como se aprecia en la Figura 26, la tensién principal minima es notablemente
inferior en el ndcleo. Esto indica que el ntcleo se encuentra en un estado de mayor
compresion que el citoplasma.

S, Max. Principal S, Min. Principal

{Avg: 75%) (Avg: 75%)
+1.188e+02 -2.401e+02
+5.000e+01 -2.619e+02
+4.262e+01 -2.838e+02
+3.523e+01 -3.056e+4+02
+2.785e+01 -3.274e+4+02
+2.047e+01 -3.492e+02
+1.308e+01 -3.710e+02
+5.701e+00 -3.929e+02
-1.682e+00 -4.147e+02
-9.065e+00 -4,365e+02
-1.645e+01 -4,583e+02
-2.383e+01 -4.801e+02
-3.121e+01 -5.020e+02
-3.860e+01 v

PN

4 X

Figura 26. Distribucidn, en Pa, de la tensién principal mdxima (izquierda) y la tensién principal
minima (derecha) en el niicleo de la célula en contacto con la matriz #3.

En la Figura 27 se muestra una vista de la distribuciéon de la tensién principal
maxima en las zonas en contacto con la superficie lateral del relieve.

S, Max. Principal

(Avg: 75%)
+5.453e+03
+4.967e+03
+4.480e+03
+3.994e+03
+3.508e+03
+3.021e+03
+2.535e+03
+2.049e+03
+1.562e+03
+1.076e+03
+5.898e+02
+1.035e+02
-3.828e+02

Figura 27. Distribucion de la tensién principal mdxima, en Pa, en una de las zonas de la célula en
contacto con la superficie lateral del relieve de la matriz #3.

Como se ve, hay una concentracion de tensiones en la zona en contacto con la arista
viva del sustrato, alcanzandose ahi los valores maximos.

Una vez analizada la distribucién de tensiones, pasamos ahora a analizar las
deformaciones, centrando especialmente el estudio en las deformaciones del nucleo.

______________________________________________________________|
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En la Figura 28 se representan las deformaciones principales maxima y minima en
el ndcleo de la célula.

LE, Max. Principal LE, Min. Principal

{Avg: 75%) (Avg: 75%)
+2.484e-02 -2.217e-02
+2.361e-02 -2.448e-02
+2.237e-02 -2.678e-02
+2.114e-02 -2.908e-02
+1.991e-02 -3.138e-02
+1.867e-02 -3.368e-02
+1.744e-02 -3.598e-02
+1.621e-02 -3.829e-02
+1.498e-02 -4,059e-02
+1.374e-02 -4,28%e-02
+1.251e-02 -4,519e-02
+1.128e-02 -4,749e-02
+1.004e-02 -4.979e-02

Y

o,

Figura 28. Distribucion de deformaciones principales mdximas (izquierda) y minimas (derecha) en el
ntcleo de la célula en contacto con la matriz #3.

La deformacién maxima principal en el niucleo toma valores entre 0,01 y 0,025,
situdndose el minimo en la zona trasera y el maximo en uno de los extremos. La
deformaciéon minima principal, por su parte, varia entre -0,022 y -0,05, con el
maximo y el minimo (en valor absoluto) localizados en las mismas zonas que la
deformacién maxima.

En la Figura 29 se observan las distribuciones del segundo invariante del tensor
desviador (relacionado con el cambio de forma del nucleo) y de la deformacién
volumétrica en el nucleo.

Segundo Invariante Def Volumétrica

{Avg: 75%) (Avg: 75%)
+5.707e-02 -1.056e-03
+5.439¢e-02 -1.382e-03
+5.172e-02 -1.708e-03
+4.904e-02 -2.034e-03
+4.636e-02 o -2.359e-03
+4.369e-02 X -2.685e-03
+4.101e-02 N -3.011e-03
+3.833e-02 -3.337e-03
+3.566e-02 -3.663e-03
+3.298e-02 Y -3.988e-03
+3.030e-02 -4,314e-03
+2.763e-02 -4,640e-03
+2.495e-02 -4,966e-03

Y

A

F4 X

Figura 29. Segundo invariante (izquierda) y deformacién volumétrica (derecha) en el niicleo de la
célula en contacto con la matriz #3.

En el nucleo, el segundo invariante del tensor desviador de deformaciones toma
valores maximos de 0,05 en la parte trasera, estando la mayor parte del nicleo en
0,04. La deformacién volumétrica es negativa en todo el ntcleo, alcanzandose
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valores maximos de -0,005 en el mismo lugar donde se localizan los valores
maximos del segundo invariante del tensor desviador de deformaciones.

Analizando el valor del segundo invariante del tensor desviador en el niicleo vemos
que, de acuerdo a algunas teorias mas recientes (Gémez Benito et al,, 2005), esta
célula podria sufrir una osificaciéon intramembranosa.

La deformacién volumétrica, por su parte, toma valores negativos en todo el ntcleo,
lo cual indica una contraccidn volumétrica, como ya se habia visto en la Figura 25.

Para tener una perspectiva un poco mas amplia de como ha afectado el sustrato al
comportamiento de la matriz, se presentan a continuacién los resultados de la
simulacién del contacto de esta célula con un sustrato plano.

Sustrato plano

En primer lugar, se va a comparar las presiones de contacto en ambos casos. En la
Figura 30 se representa la distribucidn de esta variable en la simulacion del contacto
entre la célula y el sustrato plano.

+1.900e402
+1.742e402
+1.583e+02
+1.425e+402
+1.267e+02
+1.108e+402
+9.500e+401
+7.917e401
+6.334e+401
+4.750e4+01
+3.167e4+01
+1.583e+401
+0.000e400

Figura 30. Distribucién de la presion de contacto, en Pa, en la base de la célula en la simulacién del
sustrato plano.

Comparando estos resultados con los expuestos en la Figura 24, vemos que la
presion es superior (alrededor de un orden de magnitud) en el caso del sustrato
plano. Esto es debido a que la célula sélo contacta con la base, mientras que en el
sustrato con relieve gran parte de la presién de contacto se produce en los laterales.
No obstante, en ambos casos la distribucién es uniforme (salvo los valores maximos,
correspondientes a nodos centrales).
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A continuacién, pasamos a comparar la distribucién de las tensiones principales en

la célula.

S, Max. Principal S, Min. Principal

{Avg: 75%) (Avg: 75%)
+7.145e+01 +3.981e+01
+1.500e+01 +1.500e+01
+9.583e+00 +9.583e4+00
+4.167e+4+00 +4.167e4+00
-1.250e+00 -1.250e+00
-6.667e+00 -5.667e+00
-1.208e+01 -1.208e+01
-1.750e+01 -1.750e+01
-2.292e+01 -2.292e+01
-2.833e+01 -2.833e+01
-3.375e+01 -3.375e+01
-3.917e+01 -3.917e4+01
-4.458e+01 -4.458e+01
-5.000e+01 -5.000e+01

‘J\ -1.049e+02

z X

Figura 31. Distribucion, en Pa, de la tension principal mdxima (izquierda) y la tension principal minima
(derecha) en el citoplasma de la célula en contacto con el sustrato plano.

En el caso de las tensiones principales maximas en el citoplasma, en la Figura 31, se
aprecia como éstas son mayores a lo largo de la célula cuando ésta contacta con el
sustrato plano. Las tensiones principales minimas, por su parte, alcanzan valores
muy similares en ambas simulaciones.

Al comparar las tensiones principales maximas en el ntuicleo (Figura 32), vemos que,
mientras que en la simulacion con la matriz #3 se alcanzaron valores negativos, en
la simulacién con el sustrato plano las tensiones son positivas en todo el nucleo,
alcanzando valores superiores en su mayor parte.

S, Max. Principal S, Min. Principal

{Avg: 75%) (Avg: 75%)
+7.145e+01 -1.936e+01
+6.686e+01 -2.648e+01
+6.226e+01 -3.361e+01
+5.767e+01 -4.074e+01
+5.308e+01 -4,787e+01
+4.849e+01 -5.500e+01
+4.389e+01 -6.212e+01
+3.930e+01 -56.925e+01
+3.471e+01 -7.638e+01
+3.011e+01 -8.351e+01
+2.552e+01 -9.064e+01
+2.093e+01 -9.776e+01
+1.634e+01 -1.04%e+02

Y

L

Figura 32. Distribucion, en Pa, de la tension principal mdxima (izquierda) y la tension principal minima
(derecha) en el niicleo de la célula en contacto con el sustrato plano.
La distribucion de las tensiones minimas, por su parte, alcanza valores superiores
(en torno a un orden de magnitud) en la simulacion con la matriz #3.
Por tanto, el nucleo esta sometido a un mayor estado de compresion en el caso del
sustrato con relieve.
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De forma similar al caso anterior, una vez analizadas las tensiones pasamos a
analizar las deformaciones en el ntcleo.

Como se ve en la Figura 33, las deformaciones principales maximas en el ntcleo son
menores (sobre un orden de magnitud) que las del caso anterior, igual que las
deformaciones minimas.

LE, Max. Principal LE, Min. Principal

(Avg: 75%) (Avg: 75%)
+8.896e-03 -5.515e-03
+8.000e-03 -5.954e-03
+7.833e-03 -6.3942-03
+7.667e-03 i -gg?ge-gg I
+7.500e-03 { -7. e {
+7.333e-03 \ _ -7.713e-03 ‘
+7.1672-03 -8.153e-03
+7.000e-03 -8.592e-03
+6.833e-03 -9.032e-03
+6.6672-03 -9.472e-03
+6&.500e-03 -9,911=-03
+6.333e-03 -1.035e-02
+6.167e-03 -1.079e-02
+6.000e-03
+5.79%-03 ¥

N

Figura 33.Distribucion de deformaciones principales mdxima (izquierda) y minima (derecha) en el
nticleo de la célula en contacto con el sustrato plano.
En la Figura 34 se detalla la deformacion volumétrica y la asociada al cambio de
forma (segundo invariante del tensor desviador de deformaciones) del nucleo de la
célula en contacto con el sustrato plano.

Segundo Invariante Def Volumétrica

{Avg: 75%) (Avg: 75%)
+6.949e-02 +4.9542-04
+6.723e-02 y +3.981e-04
+6.498e-02 +3.008e-04
+6.273e-02 +2.035e-04
+6.048e-02 +1.062e-04
+5.823e-02 +8.925e-06
+5.598e-02 -8.838e-05
+5.373e-02 -1.857e-04
+5.148e-02 -2.830e-04
+4.922e-02 -3.803e-04
+4.697e-02 : -4,.776e-04
+4.472e-02 -5.749e-04
+4.247e-02 -6.722e-04

Y

o

Figura 34. Segundo invariante (izquierda) y deformacion volumétrica (derecha) en el niicleo de la
célula en contacto con el sustrato plano.

En comparacion con las variables obtenidas en la simulaciéon del contacto con la
matriz #3, vemos que el niucleo en este caso se deforma en menor medida
(deformacion volumétrica un orden de magnitud inferior). Ademas, mientras que la
deformacion volumétrica era negativa en todo el ntcleo en la simulacién anterior,
en ésta toma valores positivos en, aproximadamente, la mitad del ntcleo. En cuanto
al segundo invariante del tensor desviador de deformaciones, en la simulacion del

contacto con el sustrato plano alcanza valores superiores en todo el nucleo,
|
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situandose en torno al 5%. Esta diferencia podria implicar una diferenciacién en una
célula cartilaginosa.

Por ultimo, se presentan los resultados de las simulaciones del resto de matrices.
Como ya se ha mencionado, estas simulaciones no han alcanzado la convergencia,
luego los resultados estan sesgados por las condiciones impuestas en el modelo
(contraccion celular).

Matriz #1

Esta simulacién, al contar con un mayor espacio entre relieves en la matriz (5 um),
ha alcanzado una expansion del 75%. El aspecto de la deformada de la célula es el
que se aprecia en la Figura 35.

P
%

Figura 35. Deformada de la célula en contacto con la matriz #1.

Como se ve, hay una notable diferencia de adaptacién a la geometria del sustrato en
comparacion con la simulacién anterior. No obstante, la distribucién de la presién
de contacto en la base de la célula es uniforme alo largo de ella (Figura 36), tomando
valores entre 10 y 15 Pa en la mayor parte de la superficie.

+2.026e+02
+2.000e+01
+1.833e+01
+1.667e+01
+1.500e+401
+1.333e+01
+1.167e4+01
+1.000e401
+8.333e+00
+6.6672+00
+5.000e2+400
+3.333e+00
+1.66724+00
+0.000=400

Figura 36. Distribucidn de la presién de contacto, en Pa, en la base de la célula en la simulacién de la
matriz #1.
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Tal y como ocurria en el caso anterior, hay una importante concentracién de
tensiones en la zona en contacto con las aristas vivas (Figura 37). Es ahi donde se
alcanza el valor critico del ratio de deformacién de los elementos que no permite la
convergencia.

+2.026e+02
+1.500e+02
+1.375e+02
+1.250e+02
+1.125e+02
+1.000e+02
+8.750e+01
+7.500e+01
+6.250e+01
+5.000e+01
+3.750e+01
+2.500e+01
+1.250e+01
+0.000e+00

Figura 37. Distribucion de la presion de contacto, en Pa, en una de las zonas de la célula en contacto
con la superficie lateral del relieve de la matriz #1.

Matriz #2

Al contrario que en el apartado anterior, el espacio entre relieves de esta matriz es
mucho menor (2,5 um). Asi, sélo se ha conseguido un 29% de expansién (Figura 38),
con lo que la célula se encuentra muy contraida.

Lo (gl gl G
& cf

Figura 38. Deformada de la célula en contacto con la matriz #2.

De igual forma que en los otros casos, el contacto entre la célula y el sustrato es
bueno, habiendo uniformidad en la distribucion de presiones (Figura 39). En este
caso, al haber habido menor expansion, el valor de la presion de contacto es menor,
situandose alrededor de 5 Pa.
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+8.971e+401
+8.00024-00
+7.3332+00
+6.6672+00
+6.0002+00
+5.3332400
+4.6672+00
+4.000=4-00
+3.333e+00
+2.6672400
+2.00024-00
+1.3332+400
+6.667e-01

+0.0002+00

Figura 39. Distribucion de la presion de contacto, en Pa, en la base de la célula en la simulacion de la
matriz #2.

De forma similar al caso anterior, los elementos en contacto con las aristas vivas
(que ademas se ubican en la zona de menor espacio entre relieves) son aquellos que
generan el fallo en el calculo que impide continuar la expansidn.

Matriz #4

Por ultimo, se analiza la simulacion del contacto entre la célula y la matriz #4. En
este caso, que cuenta también con un espacio entre relieves reducido (2,6 pm), se ha
alcanzado unicamente un 21% de expansion, por lo que la célula apenas se ha

5 {5
5 {5

Figura 40. Deformada de la célula en contacto con la matriz #4.

adaptado a la topografia del sustrato (Figura 40).

De nuevo, a pesar de la mala adaptacion de la célula a la geometria del sustrato, el
contacto entre la base de ésta y la matriz ha sido bueno, tal y como se ve en la Figura
41. Los valores de la presion de contacto son muy similares a los del caso anterior,
en torno a 5 Pa.
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+1.235e401
+8.0002+400
+7.333e+00
+6.6672+00
+6.000=2400
+5.3332400
+4.66724+00
+4.000=400
+3.333e+400
+2.66724+00
+2.0002+400
+1.333e+400
+6.667e-01

+0.000=400

Figura 41. Distribucion de la presion de contacto, en Pa, en la base de la célula en la simulacién de la
matriz #4.

El limite de calculo se alcanza, de igual manera que en los casos anteriores, en las
zonas de la célula en contacto con las aristas vivas de la matriz.

Al comparar los valores de la presiéon de contacto entre las distintas simulaciones
hay que tener en cuenta que la fuerza volumétrica se ha aplicado linealmente en
funcién del tiempo. Esto es, no se aplica el valor total de la fuerza hasta el final del
paso de calculo, con lo que cuanto antes diverge una simulacién, menor es la fuerza
volumétrica aplicada. Asi se explica el decremento en el valor de la presién de
contacto conforme se reduce el valor de expansion alcanzado (Figuras 24, 36, 39 y
41).
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4. Conclusiones

Tras simular los distintos casos de contacto entre célula y sustrato (habiendo
probado distintos modelos de simulacion: técnicas de remallado, contacto cohesivo,
conversion a particulas, distintos tipos de malla, etc.) y analizar los resultados de
dichas simulaciones se ha visto que, si bien hay diferencias entre el contacto con los
distintos sustratos, estas diferencias pueden ser debidas mas a las limitaciones del
método de los elementos finitos para simulaciones con grandes cambios de
geometria y contactos con superficies no lisas, en lugar de a las diferencias
geométricas entre los mismos. Esto sucede en las simulaciones con las matrices #1,
#2 y #4. Es importante destacar que, por lo que nosotros sabemos, no hay estudios
previos que hayan simulado la adaptacién de sé6lidos a geometria de topografia
similar a la de los sustratos aqui simulados, por lo que no se ha podido utilizar
ninguna referencia anterior como punto de partida.

Por tanto, aunque durante la experimentacién se establecié una relacién entre la
distancia entre relieves y el guiado de las células (Hulsman et al., 2015), en las
simulaciones llevadas a cabo no se pudo comprobar esta relacion, al dificultar el
calculo la reduccion del espacio entre relieves. De igual forma, durante el andlisis de
los resultados in vitro se comprobd que las aristas vivas no influian de forma
significativa en el comportamiento de la célula. Sin embargo, en las simulaciones
estas aristas suponian un gran problema para el calculo, alcanzandose el limite de
calculo en los elementos de la célula en contacto con ellas.

A pesar de los obstaculos encontrados, se han podido analizar y comparar los
resultados del contacto de la célula con un sustrato experimental (matriz #3) y uno
plano, apreciandose cambios sustanciales entre uno y otro caso. Tras haber
estudiado ambos casos, se ha visto que la célula sufre una mayor compresiéon al
interactuar con la matriz experimental. Al analizar la deformacién que sufre el
nucleo se aprecian notables diferencias: mientras que la célula en contacto con la
matriz #3 podria sufrir una osificacién intramembranosa, las deformaciones que
experimenta el ntcleo de la célula que contacta con el sustrato plano pueden indicar
una diferenciacién en célula cartilaginosa (Garcia-Aznar et al., 2006). También se ha
visto que la presion de contacto es notablemente superior en las caras laterales de
los relieves que en la base del sustrato experimental, lo cual implica que es la
geometria del relieve la que influye en el comportamiento de la célula, siendo muy
distinto éste en comparacidn con la interaccién con el sustrato plano.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto, y después de las distintas
alternativas estudiadas, se puede concluir que se ha llegado casi al limite de calculo
del método de los elementos finitos, no siendo posible obtener resultados
significativamente mejores con este método. La complejidad de las geometrias de
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los sustratos unida a la dificultad para modelar el comportamiento celular
constituyen un gran reto computacional que las limitaciones del calculo por
elementos finitos no permiten salvar.

Hay que mencionar, no obstante, que, mientras la célula in vitro cuenta con
mecanismos (adaptacion del citoesqueleto, por ejemplo) que permiten relajar las
tensiones originadas durante el contacto, en el modelo in silico creado en este
trabajo no se ha modelado ese comportamiento. Esto implica que se ha simulado el
comportamiento celular en el caso mas desfavorable, al no haber posibilidad de
relajar las tensiones ni de remodelacion del citoesqueleto.

4.1.Lineas futuras

Como alternativa a los elementos finitos, se puede modelar la célula como un fluido,
pero en este caso no es posible analizar el estado tensional de la célula, sélo su
cambio de configuracion. Por lo que nosotros sabemos, salvo algunos estudios (Luo
etal, 2017; Farhatetal.,, 2015) que han simulado el comportamiento de una gota de
agua al caer sobre un sustrato con distintas geometrias (spreading), no hay estudios
previos que hayan modelado el comportamiento de la célula en sustratos de distinta
topologia. Ademas, esta aproximacion restringe en gran medida los resultados que
se pueden obtener, ya que el cdlculo mediante aproximacién a un fluido permite la
obtencion de las velocidades y desplazamientos de las particulas que lo forman, pero
no proporciona los valores de tensiones y deformaciones en las mismas, siendo
estas variables de vital importancia en el analisis del comportamiento celular, al
estar relacionadas con distintos procesos celulares como la diferenciacidn,
proliferacién y muerte celulares; pudiendo este estado tensional de la célula ser
sentido por la misma por medio de algin mecanismo mecanosensor de la misma.
Por ejemplo, cambios en la forma del nucleo se han relacionado con modificaciones
en el desarrollo, en la fisiologia y en ciertos procesos patologicos (Dahl et al., 2009).
Entendiendo el comportamiento celular ante distintas geometrias se puede
desarrollar un modelo computacional que permita estimar los cambios que se
produciran en la célula en funcién del sustrato que se utilice, reduciendo asi los
costes y el nimero de experimentaciones in vitro.

Por tanto, una vez alcanzados los limites del calculo por elementos finitos y, después
de valorar distintas alternativas de simulacién, se ha visto que la conversién a
particulas (SPH) se destaca como la opcion mas viable para continuar la
investigacion desarrollada en este trabajo, al no generar un modelo tan limitado (en
cuanto a deformaciones se trata) como el de elementos finitos, proporcionando, sin
embargo, las variables mecanicas necesarias para el analisis de los resultados que la
simulacién mediante el modelo de fluido no proporciona.
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