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RESUMEN

La migracion en ambientes confinados es un aspecto fundamental en el comportamiento de la
célula y es imprescindible para el desarrollo de procesos tales como la regeneracion de tejidos, la
inflamacion o el cancer. Numerosos grupos de investigacion se han centrado en experimentar /7 vivo o
in vitro casos de migracion en dos dimensiones por ser mas sencillos y accesibles, y sélo unos pocos han
investigado en tres dimensiones. No obstante, el conocimiento que se tiene de estos procesos todavia
es muy pobre: los modelos bidimensionales no justifican el comportamiento que aparece en la migracion

tridimensional.

El objetivo de este proyecto es desarrollar un modelo computacional de migracion en tres
dimensiones, basado en un analisis por elementos finitos, que refleje el comportamiento celular en el

proceso de migracion confinada.

Para ello, se han ido realizando sucesivos modelos y simulaciones hasta conseguir reflejar el
comportamiento de la célula en migracion confinada. Posteriormente, se han modificado diversos

pardmetros en busca de entender mejor este proceso.

La deformacion observada en la célula durante la migracion confinada es similar a una expansion
térmica. Por ello, se utilizan las ecuaciones que rigen este comportamiento para simular el avance y
deformacion de la célula en estos ambientes. Sin embargo, la deformacion real sélo se consigue
considerando una distribucion de temperaturas heterogénea que se corresponde con la distribucion de

actina y miosina dentro de la célula en movimiento.

El resultado obtenido es un modelo en el cual las fuerzas generadas por la expansion de la actina
en el frente y por la contraccion de la miosina en la parte posterior provocan el desplazamiento de la

célula en la coordenada longitudinal.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La mecanica celular es un area altamente interdisciplinar que ha hecho importantes progresos
en la Ultima década [1]. Alteraciones de la mecénica celular se observan en distintas patologias: por
ejemplo, la malaria produce una rigidizacion de las células [2, 3]. Durante los procesos patoldgicos, las
estructuras de las células se someten a cambios en su composicidn y organizacion. Esto se manifiesta en
cambios en las propiedades mecénicas como en el tamafio o la forma, deformacion y adhesion celular.
En las células cancerosas, estas deformaciones les confieren la habilidad de invadir y migrar durante la
metastasis, siendo mucho mas flexibles las células con capacidad de producir metéstasis [1, 3]. Otro
ejemplo de proceso celular fuertemente ligado con las propiedades mecanicas es la migracion

leucocitaria, donde los leucocitos salen del torrente sanguineo para realizar sus funciones organicas [4].

La metastasis se define como la capacidad que desarrollan las células cancerosas para abandonar

el tumor primario, viajar a través del torrente sanguineo

Primary
tumour

a otra ubicacion, y formar un tumor secundario (Figura

1) [5]. Este proceso de atravesar el vaso sanguineo ) 55— pasament memorae

(intravasacion en el caso de entrada y extravasacion en

Passage through

el caso de salida) es fundamental para que se produzca — ECM

la invasion de otro organo y la metastasis [6, 7]. La

Basement
membrane

principal razon de las muertes por cancer es debida a

tumores secundarios: la metastasis representa mas del Metastatic

90% de las muertes por cancer [8, 9]. Por ello, si se
logran entender los mecanismos involucrados en ello,
se dara un paso importante en el disefio de nuevos
tratamientos. Al atravesar el torrente sanguineo, las
células cancerosas experimentan grandes cambios de
Arrest, adhesion to

and extravasation
at distant site

forma: se deforman para adecuarse al paso estrecho

que deben de atravesar [5]. Este confinamiento lo o , _
Figura 1. Metastasis: el diagrama esquematiza 1os

sufren también al invadir un érgano secundario para dliferentes pasos donde la célula cancerosa abandona

producir otro tumor. el tumor primario para invadir un érgano diferente de;
cuerpo [3]

En el caso de la inflamacion de tejidos, el sistema responde enviando leucocitos desde la corriente

sanguinea hasta el tejido dafiado para ejercer su funcion efectora [4]. En este proceso de migracion

SILVIA HERVAS RALUY 3



SIMULACION Y ANALISIS 3D POR ELEMENTOS FINITOS DE 1.T| Escuela de

, Ingenieria y Arquitectura
LA MECANICA CELULAR EN AMBIENTES CONFINADOS Universidad Zaragoza

(Figura 2), los leucocitos atraviesan el torrente sanguineo (extravasacion) y sufren grandes deformaciones

para atravesar este paso confinado [10].

Margination Rolling Adhesion Transmigration

Figura 2. Transmigracion leucocitaria: proceso de extravasacion del leucocito [17].

Antecedentes

El ambiente confinado que experimentan las células durante su migracion ha sido investigado
por muchos grupos de investigacion [12] en dos dimensiones (2D), ya que son experimentos mas sencillos
y que proporcionan visibles resultados. Sin embargo, dado que el confinamiento se da en tres
dimensiones (3D), nuevos estudios han aparecido y estan poniendo en cuestion lo obtenido en dos

dimensiones, modificando asi estos modelos iniciales [13].

El objetivo de este trabajo es conocer el nivel de deformacion que experimentan las células
durante el proceso de extravasacion. Por ello, este trabajo se centra en entender la mecanica de la célula
en los pasos confinados que atraviesan en sus procesos de migracion a través de un modelo

computacional.

Para ello se utilizardn nuevos resultados experimentales obtenidos con tecnologias novedosas

muy apropiadas para estos analisis. Entre ellos destaca la microfluidica, que permite recrear el ambiente

Figura 3. Dispositivo de microfluidica [14)].
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tridimensional en el que se encuentra la célula en un ambiente fisioldgico y migrar a velocidades similares

a las observadas en experimentos /n vivo [15]. Un ejemplo de dispositivo se observa en la Figura 3.

La importancia de este trabajo radica en que el conocimiento del movimiento de las células en
ambientes confinados tridimensionales es reducido, habiéndose estudiado en distintos grupos [16, 17]
mediante células /n vitro, sin embargo ningun grupo de investigacion, por lo que nosotros sabemos, lo
ha llevado al ambito computacional. Por ello, el objetivo es generar un modelo capaz de reflejar todos
los resultados obtenidos en los experimentos, y que a su vez permita obtener resultados de distintos

tipos de células y en distintos ambientes.
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2. MECANICA CELULAR

Desde un punto de vista fisico, la célula es un sistema microscopico capaz de moverse
autébnomamente. Identificar los mecanismos béasicos que inducen este movimiento es un gran reto: hasta
ahora, los procesos celulares eran estudiados desde el punto de vista biolégico. No obstante, en estos
ultimos afios surgen problemas que han de ser abordados desde el punto de vista mecénico, como es
el caso que se estudia en este trabajo fin de grado.

Para poder entender el movimiento celular es preciso conocer primero las propiedades y

estructuras de la célula [18, 19, 20]. Estas se desarrollaran en los siguientes apartados.

La mayoria de las células tienen un tamafio de 1a 100 micras y estan formadas por numerosos

constituyentes [21]. Los tres elementos basicos son citoplasma, nucleo y membrana (Figura 4) [22].

e Lamembrana es la capa que envuelve a la célula y la protege del medio. Su elevada
rigidez a axil hace que mantenga la forma de la célula. Sin embargo, su rigidez a
flexion es despreciable [23].

o El citoplasma es una sustancia semiliquida, con un médulo elastico cuatro ordenes
de magnitud inferior a la membrana [23]. La estructura se la confiere el citoesqueleto,
que estd formado por unos microtdbulos que contienen proteinas como la actina y
la miosina que o unen a la membrana [24].

e Elndcleo contiene el material genético y es mas rigido que el citoplasma.

MEMBRANA

NUCLEQ

CITOFLASMA

Figura 4. Partes de la célula [25]
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Figura 5. Comparacion entre el rango aproximado del mddulo elastico de las células biologicas y de distintos
materiales: metales, ceramicas y polimeros [27].

El modulo elastico no es homogéneo, sino que varia segun la zona de la célula, ya que su
estructura es heterogénea. Sin embargo, es inferior a la mayorfa de materiales con los que estamos

familiarizados (Figura 5) [21].

El citoesqueleto es una matriz fibrosa de proteinas que se extiende por el citoplasma entre el
nucleo y la membrana celular. Se encarga de la estabilidad y la forma celular, del movimiento y de la

division entre otras funciones. [26].

Los componentes del citoesqueleto se pueden dividir en microtdbulos, microfilamentos y
filamentos intermedios. Los microfilamentos estan formados por la proteina actina [27]. La actina es la
protefna mas abundante en la mayorfa de las células eucariotas. Se encuentra presente en dos formas:

la actina G, que se trata de actina sin polimerizar, y la actina F, que es la que ya ha polimerizado.

Migracion celular

La migracion celular tiene que cumplir dos requerimientos basicos: la generacion de fuerza, y
con ello la correspondiente fuente de energia, y un balance de momentos con el medio, que depende

del contacto establecido: friccion o adhesion entre otros [28].

SILVIA HERVAS RALUY 7



SIMULACION Y ANALISIS 3D POR ELEMENTOS FINITOS DE Escuela de

Ingenieria y Arquitectura

LA MECANICA CELULAR EN AMBIENTES CONFINADOS Universidad Zaragoza

La primera condicion implica mecanismos de conversion de energfa quimica en mecanica. El
primer mecanismo es que la polimerizacion de la actina genera fuerzas sobre la membrana, dando lugar
a protrusiones [29, 30]. El segundo mecanismo es la generacion de fuerza desde los motores moleculares,

como es la miosina, que pueden ejercer fuerzas de contraccion en los filamentos del citoesqueleto.

El proceso de polimerizacion parte de la actina G, el monémero, que se va uniendo a otros
monoémeros hasta componer el polimero. Es necesaria una alta concentracion de actina para que se dé
el mecanismo de polimerizacion [31]. Esta polimerizacion va a desprender energia quimica, y sera una
protefna motora la encargada de transformarla en energia mecanica. Esta proteina motora es la miosina
[32]. Dicha energia mecanica se traduce en fuerzas que empujaran a la membrana celular forzando el
avance de la célula (Figura 6) [23, 31].

Figura 6. Esquema de la polimerizacion. (a) La G actina es el mondmero individual y la F actina es el
polimero ya formado. (b) Al polimerizar, las cadenas de actina se hacen mas largas y empujan a la membrana
formando protrusiones [23].

Estas fuerzas sobre la membrana provocan un flujo que provoca el movimiento de la membrana:
el frente al ser empujado por la actina provoca que la membrana se desplace hacia atras, influido también
por la fuerza de contraccion que hace la miosina [33].

La migracion en tres dimensiones no puede ocurrir si la actina no forma en el frente estas
protrusiones y a la par la miosina no genera contraccion [13]. La importancia del conjunto polimerizacion
y contraccion todavia no se entiende por completo: hay modelos que sugieren que el incremento de
actina conlleva un decremento de miosina [34], o que la combinacién de ambos mecanismos puede dar
lugar a distintos modos de movimiento [28]. Lo que parece claro es que existe una coordinacion entre
ambos fendmenos de modo que se induce la migracion celular.

SILVIA HERVAS RALUY 8
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La actina se encuentra en la parte frontal de la célula y el avance producido en la migracion se
debe a la polimerizacion de la misma. La miosina se sitUa en la parte posterior y ejerce fuerzas de
contraccion que hacen que la cola de la célula se contraiga, empujando asi a la célula a avanzar (Figura
7). A pesar de que la miosina se ubique principalmente en la parte posterior, las protrusiones de la

membrana en el frente son también debidas a su actividad [35, 36].

Figura 7. Migracion celular: distribucion del citoesqueleto, la actina y la miosina, (a) Localizacion de la

actina y la miosina en célula migrando. La actina (en naranja) predomina en el frente, pero también esta presente
como una fina corteza en la cola. £n verde, los microtubulos del citoesqueleto. Escala = 10 um (b) Vista en planta
y perfil de una célula migrando. La actina (en naranja) esta situada en el frente pero también en la corteza en
contacto con Ja pared del canal. La célula esta en contacto con el canal tanto en las paredes laterales como la
superior y la inferior: esta confinada. Escala = 6 um [37].

Todas las fases de la migracion conllevan interacciones entre el citoesqueleto y el nicleo, dando
lugar a deformaciones del nlcleo o a cambios de posicién. Dependiendo del tipo de célula, el nucleo se
mueve hacia el frente en un primer momento o hacia la cola de la célula. Este diferente comportamiento
en distintas células todavia no estd claro. Mecanicamente, el movimiento del nucleo se debe a la
contraccion ejercida por la miosina, mientras el frente esta anclado. Por ello, la inhibicion de la miosina
lleva a defectos en la contraccion de la cola 'y en el movimiento hacia el frente del nucleo [18]. Tras este

primer paso, el nucleo avanza a la misma velocidad que la célula.

SILVIA HERVAS RALUY 9
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Uno de los cambios que se deben a la deformacion se da en el citoesqueleto, caracterizado por
la orientacion de sus componentes a lo largo del eje de migracion (Figura 8). El confinamiento a través
de canales estrechos causa la acumulacion de la actina en la corteza celular, y la orientacion de la miosina

a lo largo de dicho eje [38, 39].

Direction of Direction of
migration Oyfos e ets’ posymiers migration
(F-actin, microtubules)
Myosin ll=mediated
mechanosensing
adhesion
protein
Unconfined (2D) migrati Confined migration

Figura 8. Vista esquemadtica de la morfologia de la célula en confinamiento bidimensional versus
tridimensional. Las células migrando en el confinamiento tridimensional alinean el citoesqueleto con la direccion
ael movimiento [38].

Ademas, es muy importante la condicion que enlaza la célula con el medio. En la migracion en
dos dimensiones, la célula forma adhesiones, sin embargo, en el movimiento confinado, la manera de
interactuar con el medio es la friccion (Figura 9) [40]. La célula aumenta significativamente la presion
contra el canal, induciendo una alta friccion y dando lugar al movimiento [41]. Esta presion es generada
también por la polimerizacion de la actina [42]. Ademas, algunos estudios revelan que la velocidad de la
célula esta estrechamente relacionada con la friccion [43, 44].

\ A%
Adhesion

DA A I]]Hf

A e

Frlction

Figura 9. Analogia entre las fuerzas requeridas en confinamiento bi y tridimensional. El confinamiento en dos
dimensiones requiere adhesion al sustrato, mientras que, en tres dimensiones, puede ser compensado con fuerzas
ejercidas por la célula hacia el sustrato [28].
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Cuando una célula migra a través de un canal confinado, adopta una forma alargada, que tiene
una parte delantera corta, una parte final que se contrae y en el centro se sitUa el nicleo celular. Ademas,

la membrana esta en contacto con las paredes del canal para asegurar la friccion.

En funcion del medio en el que la célula migre, sufrird mas deformaciones o menos [12]. En los

ambientes confinados, la célula sufre grandes deformaciones para adaptarse al medio (Figura 10).

Figura 10. Analogia in vivo vs in vitro. (a) Durante su vida, la célula tiene que migrar por muchos ambientes
confinados. (b) Dispositivos de microfluidica que reproducen las condiciones de migracion confinada [28].
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3. ESTADO DEL ARTE

Existen bastantes trabajos experimentales en este campo de investigacion, aqui se presentan
aquellos que se consideran representativos y definen mejor el proceso de migracion celular que se va a

estudiar.

En el trabajo de Wilson et. al. (2013) [16] se realiza un experimento en el cual la célula se introduce
en un dispositivo de microfluidica para analizar su movimiento en un medio confinado. La célula se

introduce en un canal cuadrado y se estudia su movimiento en dicho canal (Figura 11).

r

.

| |

O | | |

LL - L;;ﬁ ’é’- i LL_, LL
| |

Figura 11. Esquema representativo de la célula migrando en el canal confinado [16].

Vistas de la célula mientras recorre el canal se muestran en las Figura 12 y 13. En ella se puede
apreciar la forma rectangular que ha adoptado la célula para adaptarse al canal. La miosina esta actuando
en la parte posterior, formando una cola que ayuda al avance celular. En la parte delantera, en color mas

claro, esta la actina.

Figura 12. Vista en perspectiva. Se observa la miosina sefialada por la flecha azul. La flecha blanca
sefiala la posicion del ndcleo y la flecha roja indlica la capa de actina que empuja la membrana [16].

Figura 13. Diferentes vistas de la célula donde se aprecia el confinamiento en las tres dimensiones. Fscala = 6 um [16].

SILVIA HERVAS RALUY 12
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Este experimento [16] demuestra la existencia de dos capas de actina, la actina adherida v la
actina libre (Figura 14). La actina libre se sitUa en el frente de la célula y daré lugar a protrusiones; la actina
adherida se sitUa en la interfaz entre la célula y el canal. La actina adherida polimeriza en direccion

perpendicular a la membrana y empuja a ésta hacia la pared, asegurando el contacto con el canal.

0.5

0

L 1 1 1 1 1 1 1 J
8 7 6-5-4-3-2-10
X (um)
Figura 14. Distribucion de la actina en el frente, vista de un corte en la mitad del canal. Se distinguen dos
regiones: el area incluida en el rectangulo gris, en el centro, representa la actina adherida, mientras que el area
incluida en los rectangulos negros representa la actina adherida [16].

La densidad de actina adherida es constante en todo el frente, asi como el espesor de esta capa
que forma. El objetivo de esta actina es mantener el contacto con la pared del canal. Las fuerzas que
ejerce son perpendiculares a la membrana, y esto implica la compresion de la actina libre, obligandola a
avanzar hacia delante y a formar nuevas polimerizaciones (Figura 15).

Ly

P N
i & v . 7> e Vlembrana
'v ———— .
_______________ > Nucleo
o A e »  Flujo de actina adherida
s g B » Flujo actina libre
A A
; A S~
{ LT TR
: P A

5 AN
AL LTE LTS LSS

Figura 75. Esquema de los flujos de actina. Imagen modiificada de [16].
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Ademas, el experimento afirma que la densidad de actina libre no es constante [16, 45], teniendo
un pico en el frente de la célula y luego descendiendo conforme se acerca al nucleo (Figura 16). Se
confirma lo mostrado por otros experimentos [46] de que existe una fuerte polimerizacion en el ancho

de 1 micra a partir del frente, y conforme se avanza hacia el nucleo aparece el fendbmeno de

despolimerizacion.

b.
(s™
n'-‘-!.-i--~!--‘ [ .02 04_
ai o %
W I
! 0
2 —0.2 I
o I 02l
""‘T""l Mol it 1o i 1 ] C
8-7-6-5-4-3-2-10 -9 -8 -7 -6-5-4-3-2-10
X (um) X (um)

Figura 16. (a) Fvolucion de la densidad de actina en el frente. Los colores mas calidos representan una rapida
variacion de la densidad de actina, que va decreciendo conforme se acerca al nucleo (colores frios). (b) Curva de evolucion
de la densidad de actina. La region sombreada en gris representa zonas muy proximas a la membrana [16].

Otro grupo de investigadores, Chabaud et. al. [47], analizan el comportamiento de los leucocitos
en el proceso de extravasacion. Para ello, utilizan un dispositivo de microfluidica en el cual se introducen
células individuales para el analisis de un modo similar al experimento explicado anteriormente (Figura
17).

Tank tips
I'|_."I

XZ view

. |

at

Waste tips
Figura 17. Dispositivo de microfluidica usado en el experimento [47].
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Este experimento [47] analiza la situacion de la miosina en la célula durante el proceso de
migracion celular. La funcion de los leucocitos es migrar hasta la zona infectada, donde se detienen para
realizar su funcién organica, y después contindan migrando. Esta habilidad para detenerse se consigue
a través del balance de actina-miosina y con un aumento de la adhesion [48]. En este paso, la miosina
avanza hasta la parte delantera para frenar el movimiento, y vuelve a la parte posterior en el momento

en el que la migracion debe continuar.

En la Figura 18 se puede observar que la densidad de miosina no es constante a lo largo de la
célula: en el frente no aparece miosina, mientras que en la parte posterior esta distribuida segun la
direccion longitudinal. Se aprecia la etapa en la que la velocidad es nula, y como la densidad de miosina

en la parte delantera se ha equilibrado con la trasera.

Relative MyollA front  Relative MyollA back Speed (um min-1)
0.8 1.0 12 08 1.0 12 5 10 15
1 1 ] 1 1 i}

21 min

|

MyollAHC-GFP
— |4- ol

Figura 18. Secuencia de la miosina durante la migracion y parada del leucocito. Los colores mas calidos indican mayor
densidad de miosina. £n la secuencia de parada, la densidad de miosina es practicamente similar en la cola y en el frente. [47]
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4. MATERIALES Y METODOS

El entorno a simular consta de una célula y un canal rigido que simulara el confinamiento de la
célula en el proceso de extravasacion. La gran diferencia del modelo con las simulaciones existentes en
la literatura [42] es que en este caso la célula esta confinada en tres dimensiones, es decir: su aspecto
inicial se ve reducido hasta llenar el hueco que dispone. Por lo tanto, el canal simula las células
endoteliales que atraviesa la célula durante su migracion. La célula adoptara las dimensiones restringidas

por el efecto del confinamiento.

Asi, se simulara la migracion celular en un ambiente confinado. El modelo seguira un proceso en
el cual la célula primeramente se deformara rellenando el canal rigido, asegurando el contacto, y después

empezara el proceso de migracion a través de las fuerzas ejercidas por la actina y la miosina.

1. Geometria y malla
Geometria

El modelo se va a componer de un canal cuadrado de gran longitud y una célula con forma de

prisma confinada en su interior. El canal tendra una seccién de 12x12 pm?.

En la célula, se diferencia el nucleo, en la parte central. Esta envuelta por una capa de 0.05 um
de espesor que simula la membrana. Las medidas de la célula proceden de las imagenes captadas en el

trabajo de Berget et. al, mostradas en la Figura 19 [43].

12

15
40

12,5

Figura 19. Comparativa entre la célula experimental y la célula modelada por elementos finitos. La célula
es captada en el experimento [43] y el plano de la célula modelada esta basado en las medidas (en 1m) que se

observan in vitro.

SILVIA HERVAS RALUY 16



SIMULACION Y ANALISIS 3D POR ELEMENTOS FINITOS DE 1.T| f“““—""‘?e .
) ngenieria y Arquitectura
LA MECANICA CELULAR EN AMBIENTES CONFINADOS Universidad Zaragoza

El modelo adoptara como configuracion inicial aquella en la que la célula se sitle concéntrica en

el canal. (Figura 20)

Figura 20. Corte del modelo a simular. En gris se observa el canal rigido y en azul la célula confinada.

Mallado

El modelo se hace inicialmente con una malla media-fina de tamafio 0.7 um (Figura 21), y
posteriormente se hace un estudio de sensibilidad de la malla. Los resultados con una malla mas fina
(tamafio de elemento entre 0.6 um y 0.1 um los mas pequefios) (Figura 22) son muy similares a los de la
malla previa. Debido al alto coste computacional que genera la malla fina, optaremos por realizar el

modelo con el mallado inicial.

Figura 21. Modelo de malla media fina. Consta de 141316 elementos y 25685 nodos.

Figura 212. Modelo de malla fina. Consta de 1106742 elementos y 213167 nodos.
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Tabla 1. Comparacion de elementos de las mallas.

Elementos Malla fina Malla media-fina
Tetraedros lineales (C3D4) 842650 130728
Hexaedros lineales (C3D8) 0 1296
Elemento membrana triangular lineal (M3D3) 263492 8680
Elemento membrana cuadrilatero lineal (M3D4) 0 612
Total 1106142 141316

La discretizacion elegida esta formada por elementos tetraédricos en la mayor parte de la célula
por ser los que mejor se adaptan a la geometria circular del nucleo. Sin embargo, el frente tiene
elementos hexaédricos porque son los que mejor se adaptan a la deformacion del frente originada por
las protrusiones, es decir, por la fuerza que ejerce la actina debida a su polimerizacion. Los elementos de
la membrana son tipo membrana porque representan la rigidez a axil que tiene la membrana y no
admiten esfuerzos a flexion o cizalladura [23]. Todos los elementos de la malla son lineales, ya que

generan menor coste computacional y el resultado con elementos cuadraticos es muy similar.

2. Comportamiento y materiales

Material

La célula se modelard como un material elastico lineal. Ademas, la membrana se simulard como

una “skin”, es decir, una capa de 50 nanémetros [49] de espesor con las propiedades ya indicadas.

Dentro de la célula, es necesario definir las distintas estructuras celulares, véase nucleo,
citoplasma y membrana. Estas se simularan a través de distintos materiales, todos ellos se consideran
isotropos y elastico-lineales, cuyas propiedades definan su comportamiento. El médulo de Young y el
coeficiente de Poisson bastan para definir el material en cada una de las tres zonas en las que se divide

la célula (Tabla 2).

Tabla 2. Propiedades de los materiales [18, 19, 20]

Moddulo elastico (KPa) Coeficiente de Poisson
Citoplasma 0.8 0.38
Nucleo 8 0.38
Membrana 10 0.45
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La zona que tiene actina libre, es decir, la mitad delantera de la célula, tiene un coeficiente de
expansion ortotropo en la direccion longitudinal. Esto es debido a que la actina polimeriza principalmente
en la direccion del movimiento vy, por lo tanto, la expansion en el resto de direcciones no justificaria el

movimiento celular.

El canal, como tiene una rigidez muy superior a la de la célula y, por tanto, no influye en el

movimiento celular, se simulara como un solido rigido.

3. Condiciones de contorno y cargas

Para asegurar el contacto, se crea un primer paso de carga en el que la célula, inicialmente més
grande que el canal, se contraiga a través de una presion externa, soltandose luego para acomodarse al
canal. De esta manera, la célula se sitUa inicialmente en el centro y se somete a una presion que incide
perpendicular a la membrana. Asi, la célula se deforma y reduce su tamafio. Ahora la célula se sitla en
medio del canal forzada por esta presion. Al eliminar esta fuerza, la célula se recupera elasticamente
hasta llegar a las paredes del canal, consiguiendo asf el contacto, que sera clave en el movimiento y

ademaés el confinamiento de la célula.

Una vez asegurado el contacto, comienza la migracion celular. En este paso, la actina va a
polimerizar en el frente haciendo que éste avance, a la vez que la miosina generara fuerzas de
contraccion que haran que la cola se reduzca. Es importante que, tal y como se ha observado
experimentalmente [16], mientras la célula avanza a través de estas fuerzas, el ndcleo avance a la misma

velocidad.

La migracion se va a producir dependiendo de la distribucion de actina y de miosina de la célula.

Distinguiremos tres zonas: la actina libre, la actina adherida y la miosina.

El canal se fijara para que no se mueva en ningun momento del calculo.

Contacto célula-canal

El contacto entre la célula y el canal asegurara el confinamiento. Se propone un contacto entre
la membrana y la superficie interior del canal con un coeficiente de friccion de 0.5, aunque
posteriormente se evaluara su influencia mediante el estudio de distintos coeficientes de friccion.
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Polimerizacion de la actina

Dado el paralelismo en la deformacion producida por la contraccion de la célula y la expansion
térmica, el fenédmeno de polimerizacion y despolimerizacion de la actina se simula a través incrementos
de temperaturas, de tal manera que la polimerizacion se modela como un incremento de temperatura y

la despolimerizacion como un decremento.

Se van a introducir incrementos de temperatura, de tal manera que estos incrementos
corresponderan a la variacion de la densidad de actina.

La actina se introducira como se ha explicado en dos zonas: la actina libre y la actina adherida.

La actina adherida se sitUa en la interfaz pared-célula con un espesor de media micra. Esta actina
va a polimerizar, ejerciendo fuerza sobre la membrana en direccion perpendicular a la pared. Ademas,
de esta manera se asegura el contacto de la célula con la pared. Este comportamiento se simula como
un incremento de temperatura lo suficientemente alto como para mantener el contacto pero sin que

llegue a ser tan alta como para deformar el nlcleo, que es mucho mas rigido que el citoplasma.

En el frente de la célula se localiza la actina libre, que polimeriza en la parte delantera y va
despolimerizando a medida que se aproxima al nucleo. La variacion neta de actina no es constante sino
que tiene una distribucion como la que se indica en la figura 22, con lo cual se va simular la variacion de

actina en funcién de la coordenada longitudinal de la célula.

a. b. (s™ C.
FENTE e gs s AT 0.4} .
DISTRIBUCION DE ACTINA | 0.2 - ]
r +3.4688-01
5 5ne01 0.2F 7
+2.027e-01 0
+1.547e-01 B T
i 0 A~
+1.064e-02
ey 35 | :
i I 2 oof ]
-2,295e-01
W el e s W 9 8-7-6-543-2-10
88-7-6-564-3-2-10 X (um)

X (um)

Figura 22 Comparacion de la distribucion de actina. (a) Modelo simulado. (b) Modelo experimental [16]. (c) Curva de distribucior

[76].

Contraccidon de la miosina

Ademas de la actuacion de la actina, se consideran también otras fuerzas en la parte de atras
generadas por la miosina. La miosina es la responsable de la contraccion celular y hace que la parte de
atras se contraiga, contribuyendo a la migracion celular. Esta contraccion se va a simular de nuevo como

un decremento de temperatura.
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Sabiendo que la miosina no se distribuye uniformemente en la parte posterior, se va a simular
dependiente de la coordenada longitudinal.

Con todo esto, el mapa de variacion de la miosina en la célula se muestra en la figura 23.

DISTRIBUCION DE MIOSINA

-2.788e-02 _
-31136e-02 [

-3.485e-02
-3.833e-02
-4.182e-02
-4.530e-02
-4.879e-02
-5.227e-02
-5.576e-02
-5.924e-02
-6.273e-02
-6.622e-02
-6.970e-02

Figura 23. Distribucion de miosina en la cola.
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4. RESULTADOS

Se han realizado multiples simulaciones y, entre los resultados obtenidos, el modelo que mas se
aproxima al movimiento celular en ambiente confinado es el que incluye una distribuciéon variable de
miosina en la cola y de actina en el frente, asi como una capa de actina adherida a la membrana (Figura
24).

-l L Ll g

( Yy ¥ Vv v v /,’f s Membrana

P S - - s N(iGle0

e -

- o =======»  Flujo actina adherida
< R I — » Flujo actina libre
PP RN

N e »  Flujo miosina
<« A A A A S

Figura 24. Dibujo esquematico de las proteinas y su distribucion del modelo.

En él se observa (Figura 25) que el desplazamiento de la célula en la direccion longitudinal es
igual en el frente que en el nlcleo, es decir: el nicleo avanza a la misma velocidad que el frente. El

desplazamiento méaximo se consigue en la cola de la célula debida a la alta contraccion de la miosina.

u,us

+2.201e+00
+1.979%e+00
+1.757e+00
+1.535e+00
+1.313e+00
+1.091e+00
+8.694e-01
+6.475e-01
+4.255e-01
+2.035e-01
-1.842e-02
-2.404e-01
-4.624e-01

Figura 25. Desplazamiento en la direccion longitudinal (um)
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Dado que el nucleo celular es el que rige gran parte del comportamiento de la célula, se van a
estudiar también las tensiones en él. De hecho, procesos celulares como la diferenciacion, muerte y
migracion se encuentran relacionados con los estimulos mecanicos que siente la célula y mas concreto

el nlcleo celular [19].

La tension maxima principal se muestra en la Figura 26a. Se observa que la mitad delantera del
nucleo esta sometida siempre a compresion, mientras que la parte de atras esta sometida a traccion. Las

tensiones son del orden de 0.1 KPa.

La tension minima principal (Figura 26b) es de compresion en todo el nlcleo, lo que implica
que la zona delantera esta siempre trabajando a compresion mientras que la posterior tiene tensiones

de los dos tipos. Es también del orden de 0.1 KPa.

a b.
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(Avg: 75%) {Awg: 75%)
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+2.512e-01 2 lz0e-01
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+1.854e-01 3533e-01
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+1.256e-01 -4.946e-01
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+6.2518-02 -6.359e-01
+3.140e-02 -7.0668-01
+0.0002+00 -7.7738-01
-2.620e-01 -8.4798-01

Figura 26. Tensiones principales en el ndcleo (KPa). (a) Tension maxima principal- (b) Tension minima principal.
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A continuacion se analizaran los distintos factores involucrados en el movimiento de la célula: el

coeficiente de friccion del canal, la distribucion de actina y miosina o la ausencia de las mismas.

Influencia de la friccion

Para evaluar la influencia de la friccidn se simulan cuatro modelos con distintos coeficientes de

friccion: 0.6, 0.25, 0.1, 0.01; ademas del modelo de referencia con un coeficiente de friccion de 0.5.

Se comparan los desplazamientos del mismo nodo del frente en el mismo instante de tiempo en

los cinco modelos, el resultado se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Desplazamientos en funcion de la friccion del canal

Coeficiente de friccion del canal Desplazamiento en la direccion longitudinal (um)
0.6 0.699
0.5 0.699
0.25 0.703
0.1 0.731
0.01 0.841

Como se puede observar, cuanto menor es el coeficiente de friccion es decir, cuanto menos
rugosa es la superficie, mas se desplaza la célula. Con esto se concluye que la célula necesita un minimo
de friccion con el canal para que se produzca movimiento; sin embargo, conforme mayor es éste, menor

es el desplazamiento.
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Influencia de la distribucion de actina

La distribucion de actina en el frente es algo que esté en proceso de estudio y analisis. Por ello,
se hace una comparacion para contrastar los resultados obtenidos experimentalmente, en los que la

variacion de actina no es constante, con un modelo de actina constante a lo largo del frente (Figura 27).

L e Membrana

e Nucleo

”””” »  Flujo actina adherida

N B P Flujo actina libre

N »  Flujo miosina

Figura 27. Dibujo esquematico de las proteinas y su distribucion del modelo.

Los campos de variacion de actina son los mostrados en la Figura 28. La figura muestra la célula
deformada, y se puede apreciar una gran expansion en el frente en el caso de la distribucion uniforme.

Esto es debido a que la actina genera una gran fuerza de expansion, que obliga a la célula a avanzar.

DISTRIBUCION DE ACTINA

+5.500e-01
+4.208e-01
+2.917e-01
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-4.833e-01
-6.125e-01
-7.417e-01
-8.708e-01
-1.000e+00

b~ DISTRIBUCION DE ACTINA

+5.500e-01
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Figura 28. Distribucion de actina. (a) Modelo con actina variable en funcion de la coordenada longitudinal. (b) Modelc
con actina uniforme.

El modelo de actina uniforme supone que la actina polimeriza en toda la mitad posterior de la
célula antes del nucleo. Sin embargo, el modelo de actina variable reproduce una densidad de actina

que polimeriza en el frente, pero en las zonas cercanas al nucleo se produce la despolimerizacion.

El volumen de célula en el que se considera la distribucion de actina uniforme es
considerablemente mayor al volumen de célula que polimeriza en el modelo variable. Por ello, la
deformacion es mucho mayor, originando que la célula se alargue.

SILVIA HERVAS RALUY 25



SIMULACION Y ANALISIS 3D POR ELEMENTOS FINITOS DE n—‘_‘_‘ﬂﬂ Escuala de

, Ingenieria y Arquitectura
LA MECANICA CELULAR EN AMBIENTES CONFINADOS 4 Universidad Zaragoza

Tras analizar la distribucion de actina, se estudia qué efecto genera en la migracion celular. Los
desplazamientos se muestran en la Figura 29. En ella, se aprecia que el frente avanza considerablemente
mas rapido (4.5 pm en lugar de 1.5 ym), sin embargo, el nicleo no avanza y la célula se va estirando
debido a que la actina es incapaz de generar un movimiento general de la célula y la deformada no se
corresponde con la obtenida en los experimentos.

U, us
a +4.2508+00
. +3.7788+00

U, us
+4.2508+00
+3.778e+00
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+9.453e-01
+4.767e-01
+5.000e-03
-4.667e-01

-9.383e-01

-1.410e+00
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+1.420e+00
+9.453e-01
+4.767e-01
+5.000e-03
-4.667e-01

-9.383e-01

-1.410e+00

Figura 29 Desplazamiento en um en la direccion longitudinal de la célula. (a) Modelo con actina constante. (b)
Modelo con actina variable.

Analizando el movimiento del nucleo por separado (Figura 30) se observa que se desplaza hacia
atras en todo momento, arrastrado por la contraccion de la miosina y debido a la incapacidad de la
actina constante para arrastrarlo. Sin embargo, la despolimerizacion de la actina que se da cerca del
nucleo en el modelo variable provoca que la zona proxima al nlcleo se contraiga, arrastrando al nucleo

a avanzar a la par que el frente.

-9.220e-01
-9.457e-01
-9.695e-01
-9.932e-01
-1.017e+00
-1.041e+00
-1.064e+00
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-1.136&+00
-1.160e+00
-1.183e+00
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Figura 30. Corte del ndcleo. Las flechas sefialan la direccion y la magnitud del desplazamiento (Lim)

La combinacion entre volumen que polimeriza y volumen que despolimeriza es muy importante

a la hora de que el nucleo se mueva a la par que el frente, y la célula mantenga su tamafio inicial.
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Influencia de la distribucién de miosina

Aligual que la actina, la miosina en el modelo final esta distribuida de manera variable en funcion
de la coordenada longitudinal. Inicialmente el modelo contenia una distribucién de miosina constante en

la parte final de la célula (Figura 31).
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Figura 29 Dibujo esquematico de las proteinas y su dlistribucion del modelo.

La distribucion constante de la miosina genera contraccion en un gran volumen de la célula, lo que lleva
generar una serie de tensiones que impiden que el nlcleo se desplace a la par que el frente (Figura 32).
La solucion propuesta para este problema fue una distribucion variable con la distancia al nucleo, tal y
como muestran los resultados experimentales, de tal manera que préximo a €l la contraccion es leve, y
se hace maxima en la cola. Asi, el modelo avanza a la par que se forma la cola caracteristica que se da

en la migracion confinada, y se consigue que el nicleo avance a la misma velocidad que el frente.
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Figura 30. Desplazamiento en Ja direccion longitudinal del modelo (um). Se observa que el ndclec

avanza pero no tanto como el frente.
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Ausencia de miosina

Cuando no se considera la miosina, el modelo sélo incluye la actividad de la actina: en el frente
se da una actividad de polimerizacion y despolimerizacion. Se va a omitir la curva de comportamiento
de la miosina para ver qué efecto tiene. Por ello, la distribucion de proteinas se restringe a la curva de

actina en el frente, como se muestra en las figuras 33 y 34.
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Figura 33. Dibujo esquematico de las proteinas y su distribucion del modelo.

DISTRIBUCION DE LA
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Figura 374. Distribucion de la actina y la miosina. La actina sigue una distribucion variable en el frente, pero en la
cola no actda miosina.

Los desplazamientos resultantes se observan en la Figura 35, y se aprecia que el frente si que se

mueve, pero el nicleo y la cola se mueven la mitad que el frente.

u, U3
+1.503e+00

Figura 32 Desplazamiento en la direccion longitudinal (uim).
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Migracion de los leucocitos: influencia de la miosina en las distintas etapas

Como se ha explicado en el apartado 3, los leucocitos migran en tres etapas: una etapa de
avance, una etapa de parada en la que realizan su funcion celular y una nueva etapa de avance. Esto
esta basado en la distribucion de la miosina en la célula: en las etapas de avance la miosina se sitUa en
la parte posterior generando contraccion y en la etapa de parada la miosina se distribuye también por

el frente (Figura 36).

bl oL .~
\\V Yy Y ¥y v /f’ ‘] e embrana

~ e Nucleo

""""" > Flujo actina adherida

L S [——— » Flujo actina libre

™ J 777777 »  Flujo miosina
\
AN

Figura 33. Dibujo esquemaltico de las proteinas y su distribucion del modelo.

En esta simulacion se introducen dos etapas posteriores a la migracion, la de parada y una nueva
de avance. La distribucion de la miosina en la etapa de parada es simétrica respecto al eje central de la
célula, mientras que la actina libre desaparece. La actina adherida se mantiene, y se aumenta para simular

el incremento de adhesion que se produce en esta etapa.

U, u3 — i oy
+1.5988+00 s oo s ot
+1.607e+00 y d

+4 ,462e-01
+1.560e-01
-1.343e-01
-4.246e-01
-7.149e-01
-1.005e+00
-1.295e+00
-1.586e+00

2 d

]
5
H
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G
g
1

et i

Figura 34. Vista de los desplazamientos en la direccion longitudinal en la deformada e indeformada (um). Se
observa en sombreado la indeformada, y con menos transparencia la configuracion deformada. Los resultados
muestran como la célula se contrae globalmente, mientras el nucleo tiene un desplazamiento nulo.

El movimiento generado (Figura 37) es muy proximo a cero, observandose que la célula se reduce

y se mantiene con un tamafio menor que la configuracion inicial. Ademéas, el nicleo permanece inmauvil.

Esto a su vez confirma la teorfa de que sin actina no se produce el movimiento y que ambas

fuerzas actuando a la par son necesarias para que se produzca la migracion.
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5. CONCLUSIONES

Como se ha ido viendo, el movimiento celular es el resultado de un conjunto de fuerzas
provocadas por mecanismos biolégicos. Para que la migracion se produzca, las fuerzas deben actuar
todas ellas a la vez, existiendo una coordinacion entre las fuerzas contractiles de la miosina y las fuerzas

debidas a la polimerizacion y despolimerizacion de la actina.

Se concluye que la actuacion de la actina y la miosina han de ser simultaneas, ya que con ambas
por separado no se observa el avance de la célula similar al de las observaciones experimentales. La
importancia radica en el resultado obtenido al introducir fuerzas de contraccion en la cola y de expansion
en el frente. La fuerza de expansion arrastra el nucleo hacia delante, que consigue que la célula vaya
creciendo por el frente. Para contrarrestar este crecimiento, ha de actuar la miosina, que genera fuerzas
de contraccion que evitan que el volumen de la célula crezca y a su vez ayuda a mover el nlcleo hacia

delante.

Ademas, la actina ha de actuar con una distribucion de polimerizacion variable: se da una fuerte
polimerizacion en el frente, cerca de la membrana, que va decayendo conforme llega al nucleo. Esto se
traduce en una expansion mecanica en el frente, mientras que la contraccion en las zonas cercanas al

nucleo genera esfuerzos de compresion que arrastran al nlcleo a avanzar a la par que la célula.

De la misma manera, la miosina también sigue una distribucién variable: en la parte trasera de la
célula la contraccion es elevada de tal manera que se forma la cola caracteristica de la migracion, mientras
que en las zonas mas cercanas al nucleo la contraccion es mas suave. Esto es debido a que si la miosina
actuase en toda la parte posterior, la contraccion serfa mucho mas grande y arrastraria al nicleo hacia
atras, impidiendo el movimiento coordinado de frente y nucleo. Por tanto, es clave que se produzca una

distribucion heterogénea no uniforme tanto de la actina como de la miosina en el cuerpo celular.

En la migracion leucocitaria es imprescindible el paso de la miosina al frente y el cese de la
actuacion de la actina para que el leucocito pueda detenerse para ejercer sus funciones organicas. Esto
es debido a que, con el paso de la miosina al frente, se equilibran las fuerzas con la parte posterior,

evitando que se genere movimiento.

El modelo simula la actina y la miosina, que pertenecen a la parte activa de la célula. No obstante,
no se esta incluyendo ningin modelo dinamico de adhesion y a ello se debe el comportamiento
observado en funcion del coeficiente de friccion, que contradice los resultados obtenidos /n vitro [43].

El modelo obtenido concuerda con los resultados experimentales [16], gracias a la distribucion

espacial de la actina y la miosina el frente avanza con la misma rapidez que el nucleo.
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6. LINEAS FUTURAS

El modelo simulado refleja la parte mecanica de la célula: la distribucion de actina y miosina y las
fuerzas que éstas ejercen con el fin de provocar la migracion. Sin embargo, no se ha incorporado el
modelo dinamico de la adhesion de la célula que reflejaria mejor todos los mecanismos que se dan en
la migracion confinada. Se pretende seguir investigando para poder incorporarlo al modelo.

Ademas, se pretende estudiar la migracion en otros tipos de células para poder hacer una

comparativa.

El objetivo es crear un modelo que permita establecer predicciones del comportamiento celular
en este caso de migracion, y compararlo con experimentos propios realizados /n vitro. Ademas, este
primer modelo computacional ya realizado es de gran utilidad a la hora de entender como una célula

avanza confinada dentro de un canal.

En esta linea, se van a desarrollar una serie de planos para los dispositivos y distintas simulaciones
en el modulo de fluidos de Abaqus (Abaqus CFD) y se espera poder hacer los experimentos en un breve

plazo.
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