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RESUMEN

El estudio de la migracion celular en ambientes confinados en tres
dimensiones es un campo aun bastante desconocido, hasta ahora numerosos
investigadores se han centrado en estudiar el confinamiento en dos dimensiones
el cual no se asemeja de la misma forma al confinamiento real que sufren las
células.

En este trabajo de fin de grado lo que se pretende es estudiar la forma en
que las células cancerigenas migran en un ambiente confinado en tres
dimensiones. Mas especificamente los procesos de extravasacion e
intravasacion en los que este tipo de células se deforman mucho mas que otras
para poder abandonar el tumor de origen atravesar los vasos sanguineos y
metastatizar en un tumor secundario. Este estudio se va a centrar en observar
cOmo se mueve una célula cancerigena al pasar por tres canales diferentes con
distintas geometrias. En estos canales se simulara la migracion de este tipo de
células estudiando la influencia de los componentes del citoesqueleto de la
célula, asi como el grado de adhesion en el canal.

Para poder simular este fenébmeno de la migracién, se ha considerado la
célula como un elemento elastico lineal formada por el citoplasma compuesto por
un material con una rigidez muy baja y el nicleo, el elemento mas rigido de la
célula, cuyo modulo elastico es por tanto bastante superior al del citoplasma. Las
proteinas que conforman el citoesqueleto, actina y miosina, estan formadas por
un material con una rigidez parecida a la del citoplasma y distribuidas la miosina
en la parte posterior de la célula y la actina en el frente y a los lados. Por otro
lado, el canal se ha simulado como un elemento rigido e indeformable, ya que
en la realidad su rigidez es muy superior a la de la célula y es ésta la que debe
deformarse para poder pasar a través de él.

Para realizar las simulaciones se ha utilizado el software comercial de
elementos finitos ABAQUS, el conseguir que los modelos creados migren es un
proceso complicado en el que no solo intervienen el trabajo de la actina y la
miosina, sino que también hay quetener en cuenta otros factores como el
contacto entre el canal y la célula o el volumen y la rigidez del nucleo y

citoplasma. Una de las principales dificultades de este trabajo es el encontrar
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que procesos o propiedades mecéanicas existen que sean lo mas parecidas a los
procesos biolégicos que se pretenden simular y estudiar.

En este estudio se han obtenido varios resultados que concuerdan en su
mayoria con lo que ya se venia investigando en trabajos anteriores. La
importancia de la adhesion y el contacto entre la célula y el canal, asi como la
friccion entre ellos para que se de la migracion. La necesidad de que las
proteinas de la actina y la miosina trabajen conjuntamente para conseguir un
movimiento conjunto de la célula y ver que no es posible la migracion con la
ausencia de cualquiera de ellas. También se ha observado la importancia de la
distribucion de estas proteinas, se ha visto que dependiendo de su coordenada
longitudinal su densidad varia lo cual es un factor importante a tener en cuenta.

El objetivo principal de este proyecto es seguir investigando en este
campo tan desconocido con el fin de poder aportar resultados y conclusiones
que puedan seguir ayudando a la creacion de tratamientos contra el cancer y

al estudio de esta enfermedad en general.
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INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo,
actualmente se estiman alrededor de 9.5 millones de muertes por esta
enfermedad al afio y se anticipa que en 2040 el nimero de muertes aumentara
a 16.4 millones [1].

El cancer engloba aquellas enfermedades en las que se observa un
proceso descontrolado en la division de las células en el cuerpo. Las células
cancerosas pierden las caracteristicas propias de las células normales y
adquieren otras que no les corresponden. Una de ellas es su capacidad invasiva
de distintos 6rganos (metastasis). Ademas, pueden crecer y dividirse mas alla
de los limites normales del érgano, migrando por las distintas partes del cuerpo
a traveés del sistema circulatorio y linfatico, provocando la formacion de tumores
secundarios en zonas del cuerpo que no son la original [2].

Para que se produzca esa migracion por el organismo, las células han de
deformarse enormemente. El grado de deformacion que sufrira la célula depende
de la funcién que tenga y del medio en el que se encuentre, por ello algunas
clases de células como las leucocitarias o las cancerigenas son capaces de
alcanzar grandes deformaciones para poder atravesar el vaso sanguineo. En el
caso de las segundas, esa deformacion es la que les permite migrar desde un
tumor principal primario, pasar al torrente sanguineo y formar tumores
secundarios o metéastasis.

El proceso de la metastasis esta compuesto de multiples pasos (Figura 1).

El primer paso para la colonizacion de otro 6rgano es la invasion local, en el cual

las células tumorales invaden localmente su lugar de origen. Seguidamentese da
el paso de la intravasacion, es decir, la entrada de las células cancerosasen los

vasos sanguineos o linfaticos. [3]. Finalmente, el proceso de la extravasacion

tiene lugar cuando las células cancerigenas cruzan el vaso e invaden el érgano
de destino. La supervivencia en el érgano no esta asegurada,ya que pueden
existir diferencias entre el microambiente del tumor primario y ellugar al que
llegan las células cancerosas. Sin embargo, las células tumorales pueden llegar
a desplegar complejos mecanismos para modificar el microambiente ajeno y
facilitar la supervivencia inicial en esta localizacion [3].
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Figura 1: Pasos para el desarrollo de metastasis. Las células cancerosas han de abandonar el tumor
primario, pasar al torrente sanguineo y asi poder colonizar otro 6rgano diana diferente al de su origen, con
el fin de crear un tumor secundario o metéstasis [14].

La motivacion de este trabajo fin de grado es estudiar el proceso de
extravasacion, asi como su analogo, la intravasacion. En ambos procesos las
células han de deformarse en gran medida para poder atravesar el vaso
sanguineo. La deformacion de estas células cancerigenas, asi como el ambiente
confinado que experimentan las mismas durante su migracion a traves del
torrente sanguineo va a ser estudiado para poder comprender mejor el porqué
de este fenomeno.

Se han realizado distintos estudios sobre la extravasacion de las células
cancerigenas en diferentes ambientes confinados en dos dimensiones (2D)
[15,16], pero muy pocos en tres dimensiones (3D). Recientemente se han
demostrado las limitaciones de analizar la motilidad celular en 2D subrayando la
necesidad de diferentes estrategias destinadas a entender los mecanismos de
la migracion celular en ambientes tridimensionales. La naturaleza molecular del
entorno, asi como sus propiedades mecanicas pueden diferir,
independientemente de la naturaleza 2D o 3D de la migracién. Hay una
propiedad de la mayoria de los entornos en 3D que no se da en la migracion 2D,
el confinamiento, es decir, la falta de espacio. El hecho de que al menos una

dimensién del entorno sea menor que el tamario tipico de la célula implica que
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ésta necesite deformarse para poder migrar (Figura 2). Mientras que el
confinamiento puede ser un factor limitante, a su vez puede promover el
movimiento cuando las células tienen una débil adhesion al canal ya que les

permite desarrollar fuerzas de empuje [10].

Figura 2: Migracion in vivo e in vitro. La migracion de las células en diferentes vasos con distintas geometrias
les obliga a deformarse. (A) Las células han de migrar en diferentes ambientes confinados. (B y C)

Simulacion de distintas geometrias de sustratos para el estudio de la migracién en ambientes confinados
[10].

La novedad de este trabajo es la creacion de varios modelos en diferentes
ambientes confinados en 3D para comprender cémo la geometria del
microambiente influye en la motilidad de las células cancerigenas y llegar a
entender mejor su mecanica celular para saber por qué se deforman tanto este

tipo de células.
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LA CELULA

Para poder hacer un estudio sobre la mecanica celular y la motilidad de
las células cancerosas es necesario conocer las caracteristicas y partes de una
célula. La célula es la unidad fundamental de los seres vivos que contiene el
material necesario para mantener los procesos vitales. El tamafio de una célula
depende de su funcion y puede variar desde una a cien micras [17].

La célula eucariota animal esta formada por numerosas partes (Figura 4),
para el estudio que se realiza en este trabajo nos centraremos en aquellas que
desempenfian funciones que influyen en el comportamiento mecanico de la célula.
Este tipo de células carecen de paredes celulares que las protejan como en el
caso de las células vegetales, y, por tanto, requieren de otras estructuras
especializadas para soportar las cargas mecanicas. Todas las células animales

estan encerradas dentro de una membrana celular que protege a la célula de la

exposicidon al ambiente exterior y se encarga de controlar lo que entra y sale de
la célula. El nucleo contiene el material genético [4]. Dentro de la membrana
celular se incluye el citoplasma, una sustancia compuesta en su mayoria por
agua donde se aloja el citoesqueleto (Figura 4). El citoesqueleto esta compuesto
de una red de proteinas filamentosas que incluye microtubulos, filamentos
intermedios y filamentos de actina. Sus principales funciones estan relacionadas
con la motilidad celular y los cambios de forma de la célula. Forma parte y
controla caracteristicas muy influyentes en la migracibn como la adhesion, la
contraccion de la célula y en la generaciéon de diversas fuerzas mecanicas en
respuesta a sefiales externas a ella [18]. Una breve explicacion de los tres tipos
de filamentos se detalla a continuacion (Figura 3):

- Microtdbulos: miden aproximadamente 24 nm de diametro, son
relativamente gruesos e inflexibles y dominan los movimientos
intracelulares, trabajan a compresion [21].

- Filamentos intermedios: de unos 10 nm de diametro, corresponden a una
familia de proteinas que varian de un tipo de célula a otro, son irregulares
y flexibles, poseen rigidez principalmente a traccion [21].

- Filamentos de actina: miden de 7 a 9 nm de diametro, son los encargados

de mantener la forma de la célula, trabajan a traccion [21].
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Figura 3: Red de proteinas que forman el citoesqueleto [22]
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Figura 4: Partes de una célula eucariota animal [6]
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MECANICA CELULAR

La mecanica celular estudia las propiedades mecanicas y el
comportamiento de las células vivas y como se relacionan con la funcion celular.
La migracion celular es la que permite que se formen tejidos en diferentes
procesos como la embriogénesis o la cicatrizacion de heridas. Sin embargo,
errores durante este proceso pueden desencadenar en la formacion de tumores
y metastasis. Por ello, un conocimiento profundo de este campo es vital para

desarrollar técnicas que permitan combatir estos problemas.

MECANISMOS DE MOTILIDAD CELULAR EN AMBIENTES CONFINADOS

Existen muchos tipos de migracion celular dependiendo del entorno y las
condiciones mecénicas que se den. En ambientes confinados tridimensionales,
destacan dos modos de migracion: basada en lamelipodios y migracion
ameboide. La primera esta caracterizada por fuertes adhesiones a la matriz
extracelular y la segunda por pocas adhesiones (Figura 5). Para el estudio que

se esta realizando nos centraremos en la primera.

3D lamellipodia = Protease activity =X 3D amoeboid cancer motility
a2 Coll-matrix I On off Cell-matrix l ‘
NN Scan Rho GTPase crosstalk o
9 RhoA-ROCK—l e | RhoA-ROCK- t
\ myosinll Ract RhoA myosin-li

Figura 5: Migracion celular basada en lamelipodios 3D vs migracion de las células cancerosas ameboides.

Para que se produzca la migracion celular basada en lamelipodios se
debe producir una combinacién entre la polimerizacién de la actina en la parte
frontal de la célula y la contraccion de la miosina en la zona trasera.

En una primera instancia esta la actina globular (G-actina), un monémero
gue se localiza principalmente en las zonas cercanas al nucleo (Figura 6).
Cuando la G-actina se desplaza a la parte frontal de la célula polimeriza, el
monomero se une a otros monoémeros convirtiéndose en filamentos de actina (F-
actina). Estos filamentos son los responsables de empujar la zona frontal de la

célula provocando su avance [5].
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Figura 6: Esquema de polimerizacion de la actina. La G-actina es el monémero que por el fenédmeno de
nucleacién se transforma en F-actina. Esta transformacién puede ocurrir en sentido contrario, los
filamentos de actina despolimerizan convirtiéndose en monémeros G-actina [5].

La distribucion de la miosina no es uniforme, se concentra mas en la zona
de la cola y va disminuyendo conforme se acerca al nucleo [23].

Se ha observado que existen varios tipos de redes de F-actina diferentes
[24], una se localiza en la parte frontal de la célula compuesta por filamentos de
F-actina libres donde la polimerizacion es mas répida y orientada hacia el
movimiento. Por otro lado, en la interfaz de la pared celular se encuentra la F-
actina adherida compuesta por filamentos de actina orientados en direcciéon
perpendicular al canal, siendo la polimerizacion de este tipo de actina mas lenta.
Estos dos tipos de actina, junto con la actina globular situada en las zonas
cercanas al nucleo, componen todas las formas de actina que encontraremos en
la célula [24].

Para que se dé la migracion de la célula han de trabajar todos estos
componentes. Por un lado, la polimerizacién de la actina libre localizada en el
frente provoca una expansion de los filamentos que impulsa la célula hacia
adelante. Por otra parte, los filamentos que componen la actina adherida
orientados perpendicularmente a la pared celular hacen que la célula se adhiera
al sustrato. La depolimerizacion de la actina que se produce en las zonas
cercanas al nucleo convirtiéndose en actina globular provoca un fenémeno de
contraccion que también ayuda a la motilidad celular. Y por altimo la contraccion
de la miosina, provoca que se forme una cola y que la parte posterior dela célula
también avance pudiéndose dar la migracion.

La importancia de la coordinacion entre la polimerizacion de la actina 'y la
contraccion de la miosina es un fendbmeno bastante desconocido, pero lo que si
se sabe con certeza es que es necesaria la interaccion de ambas para que se

produzca la motilidad celular [5].
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También se ha llegado a demostrar que el nucleo traduce los cambios de

forma celular en una sefial de deformacion que regula el comportamiento celular

(Figura 7). Los cambios en la forma celular inducen el despliegue de la

membrana nuclear, esto provoca el estiramiento mecanico del nucleo en el

reclutamiento de miosina a la corteza celular que regula la contractilidad del

citoesqueleto de actina y el comportamiento celular. Los altos niveles de

contractilidad conducen ademas a la transformacion de las células moéviles e

inician la migracién de las células ameboides [7].
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Figura 7: Los cambios en la forma celular inducen el despliegue y la activacién de la membrana nuclear
interna. Esto provoca el estiramiento mecanico en el reclutamiento de miosina Il a la corteza celular que

regula la contractilidad del citoesqueleto de actina y el
contractilidad conducen aln mas a la transformacién de |
células ameboides [7].

Otro factor relacionado con el nucleo

comportamiento celular. Los altos niveles de
as células moviles e inician la migracion de las

es su tamafo, dado que es la parte

mas rigida de la célula, y su médulo de Young es aproximadamente un orden de

magnitud superior al del citoplasma [6]. Esto se traduce en que cuanto mayor es

su tamafo, mayores han de ser las fuerzas ejercidas por la combinacién de

actina-miosina para que la célula se desplace [20].

La friccion también juega un papel importante en la motilidad celular. Para

migrar, las células deben ejercer fuerzas sobre el canal en el que estan

confinadas para impulsar el cuerpo celular h

acia adelante. Los modelos clasicos

de migracion celular implican que la célula ha de adherirse al canal para poder

avanzar. Sin embargo, estudios recientes

indican que, en un confinamiento

tridimensional, la migracion se puede lograr sin adhesiones especificas. En este

tipo de confinamiento se ha descubierto que la friccibn que ejerce la célula al

sustrato debido a la presion a la que esta sometida por su confinamiento puede

ayudar al movimiento [8] (Figura 8).
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Figura 8: (A) El confinamiento en 2D necesita que la célula se adhiera al sustrato (B) En el confinamiento
en 3D es necesaria la friccion, fuerzas perpendiculares a la superficie del canal para promover la motilidad
[10].
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ESTADO DEL ARTE

En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios sobre la
motilidad celular en ambientes confinados, sin embargo, la mayoria son trabajos
en ambientes confinados en dos dimensiones analizando la adhesion de la célula
al sustrato. Cada vez son mas los experimentos que demuestran que los
resultados obtenidos en ambientes en 2D son diferentes a los obtenidos en un
confinamiento en 3D [8,9,13].

El trabajo realizado por Wilson et al. [24] se centra en el estudio de la
dindmica de la actina en la parte frontal de las células cancerigenas durante su
migracion. Para ello imitaron un entorno en 3D utilizando canales de microfluidica

con secciones transversales de 5x5 micrometros.

V.

4_

Figura 9: Dispositivo de microfluidica con cuatro entradas utilizado en los experimentos de Wilson efe
al.[24].

Mediante esta técnica pudieron observar que en la parte frontal de las
células seformaba una zona rica en actina que ocupaba toda la seccidon
transversal del canal y que estaba compuesta por dos redes diferentes de F-
actina trabajando conjuntamente para empujar la célula hacia adelante. Una de
ellas, la actina adherida, con una densidad de actina mayor polimeriza
perpendicularmente a lapared celular ayudando a que la célula se mantenga
pegada al sustrato. La otra,actina libre, con menor concentracién polimeriza en
la direccion longitudinal de la célula empujando el frente de la célula y

promoviendo la migracion.
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Figura 10: (a) Vista transversal de la célula. La flecha roja indica la parte frontal, una region altamente
enriquecida en actina. Nuacleo y cola sefialados por las flechas blanca y azul respectivamente. (b)
Distribucion de concentracion de actina. Las zonas encuadradas en negro corresponden a la F-actina
adherida y la zona encuadrada en gris a la F-actina libre, la linea blanca delimita el contorno de la célula.
Los colores calidos indican aumentos en la densidad de actina y los frios disminucion [24].

Estos resultados les llevaron a proponer que en ambientes confinados la
disposicion geométrica de la polimerizacion de la F-actina en el frente celular da
como resultado una interaccion mecanica entre las redes de actina adherida y
libre que genera las fuerzas necesarias para la migracion. La polimerizacion
perpendicular al canal de la actina adherida (Figura 11) hace que se forme una
red de actina en las zonas pegadas a la pared celular comprimiendo la actina
libre que se encuentra en la parte central del frente de la célula, impidiendo su

movimiento hacia atras y promoviendo la migracion.

L /j/l/<///

M e S— Membrane
[+ & %] Nucleation
E Depolymerization
liiininsions Actin network
flow
« Outward forces

Figura 11: Esquema de la polimerizacion de las redes de actina libre y adherida. La polimerizacion
perpendicular a las paredes del canal (verde) crea una constriccion en la red de actina libre (rojo) evitando
su movimiento hacia atras [24].
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Por otro lado, el estudio realizado por Reversat et al. [12] demuestra que
algunas clases de células como las leucocitarias pueden migrar tanto en
condiciones de baja adhesion como en ausencia de esta. Cuando las células se
confinan en un espacio tridimensional crean fuerzas de friccion tangentes a las
paredes del canal que permiten impulsar el cuerpo hacia adelante.

Para comparar las caracteristicas de migracion en 2D frente a las que se
dan en 3D disefiaron, en primer lugar, un sistema microfluidico para confinar las
células entre dos superficies paralelas separadas por un espacio ajustable
(Figura 12).

c 2.5D
=}

I -
LO =.

Tol!
3D view  Side view

Figura 12: Células migrando en un espacio confinado en una direccién con un espesor de 5 um [12].

Posteriormente, crearon varios modelos de canales dentados que
acababan enuna superficie lisa (Figura 13) y observaron que, en los canales
dentados y no lisos, las células creaban fuerzas de perpendiculares al sustrato
impulsando su locomocién. Ademas, descubrieron que las células migraban a
mayor velocidadcuando los sustratos tenian un periodo de onda menor y que
conforme se iban suavizando las ondulaciones las células se ralentizaban siendo
incapaces de entrar en la zona de paredes lisas.

También demostraron una dependencia lineal de la fuerza de propulsion
con respecto a la velocidad del flujo de actina. El flujo de actina esta basado en
la polimerizacién en la parte frontal que impulsa la célula hacia delante y en la
contraccion de la miosina en la parte posterior. Al inhibir el efecto de la miosina
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y observaron que las células seguian moviéndose mejor en los canales

dentados.
6 um 12 um 24 um Smooth
Time | E s T
(min:s) : 15:00 30:00 !

C U ISMNNEE . _ S Bes Liliee ' BEs

Figura 13: Esquema de un sustrato dentado con un periodo que va desde 6 um a 24 um con un espesor
de 5 um. En la zona gris de la imagen célula migrando desde la zona de 6 um a la zona lisa. Barra de
escala 20 um [12].
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MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se centra en el estudio de la migracion de las células
cancerigenas en diferentes ambientes confinados, de forma que el punto de
partida que se ha escogido para empezar la parte experimental es el estudio
realizado por Reversat, et. al. [12]. En este trabajo se analiza el comportamiento
de las células leucocitarias en diferentes ambientes confinados estudiando la
influencia de la polimerizacion de la actina, el trabajo de contraccion de la miosina
y la geometria de los sustratos. Se demuestra que cuando las células se
encuentran en entornos tridimensionales, son capaces de ayudarse de la
geometria del sustrato y crear fuerzas de friccion que les permiten migrar [10].
Se crean varios modelos que simulan canales dentados con periodos de 6, 12y
24 um (Figura 14). Se observa que la capacidad migratoria de las células era

mayor en los canales con mayor ondulacion.

< Serrated »<—Smooth —-
: 6 um 12 um 24 um g : Channel
: : : .~ zZone
> >
: - G 35 lJ.m

Figura 14: Geometria de los canales del estudio de Reversat et al (2020) [12].

Para poder simular el comportamiento de los diferentes parametros que
influyen en la motilidad celular (polimerizacion actina, contraccibn miosina,
geometrias del sustrato...) se ha tenido que buscar un fendbmeno mecénico cuyo
comportamiento se asemeje al de cada uno de estos parametros.

*Polimerizaciéon de la actina y contraccion de la miosina*

La polimerizacion de la actina es un fendmeno en el que la actina globular
situada cerca del nucleo va formando filamentos de actina creando redes de

actina que provocan que la célula avance hacia el frente celular y hacia sus
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lados. Este fenomeno supone un aumento de volumen de las células, por su
formulacion se utiliza el paralelismo con la expansion térmica que sufre un
material, producida por un incremento de temperatura.

La miosina situada en la parte final de la célula provoca una contraccion
gue hace que se forme la cola de la célula. Es un fenomeno parecido al de la
polimerizacién de la actina, salvo que en este caso es una contraccion que
decrementa el volumen por lo que de nuevo se utiliza el paralelismo con las
ecuaciones de deformacién por temperatura por medio de incrementos de
temperatura negativos.

*Partes de la célula*

La célula estd formada por varias partes, desde un punto de vista
mecanico se van a diferenciar el nucleo y el citoplasma. El citoplasma se puede
dividir en varias zonas dependiendo de la red de actina o de la miosina que se
encuentre en esa zona. En la parte delantera de la célula encontramos la red de
F-actina libre, en la interfaz con el canal se encuentra la red de F-actina adherida
y entre la actina libre y el nicleo encontramos actina en forma globular debido a
la depolimerizacion producida. Y, por ultimo, en la zona final de la célula se
encuentra la miosina (Figura 15).

Figura 15. Diferentes partes de la célula consideradas en el modelo: ndcleo (rosa), red de F-actina
adherida (verde), miosina (azul),actina globular (rojo) y actina libre
(amarillo).

El ndcleo es la parte mas rigida de la célula, se ha estimado que su mdodulo
de Young es diez veces superior al del citoplasma [11]. El citoplasma tiene una
rigidez mucho menor, sin embargo, las zonas compuestas por F-actina y miosina

tienen una rigidez superior, por ello su modulo de Young sera mayor al del resto
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del citoplasma. La zona de la actina globular al no estar compuesta por filamentos
de actina, que son los que le dan rigidez a la célula, se va a suponer con una
rigidez menor que las zonas formadas por F-actina y miosina por lo que su
modulo de Young sera menor.

La polimerizacion de la F-actina libre en el frente, en el que los filamentos
de actina se orientan a lo largo del eje longitudinal empujando la célula hacia
adelante, junto con la contraccion de la miosina en la cola, le confiere un
comportamiento ortotropo a la célula en el eje longitudinal de la célula. Por ello
las zonas de actina libre y miosina (Figura 15) pueden suponerse con un
coeficiente de expansion ortétropo en el eje vertical. Esta hipotesis no se aplica
al nucleo ya que ningun proceso de polimerizacion o contraccion tiene lugar, por
lo tanto, se le aplica un coeficiente de expansion nulo. En la zona de actina
adherida, en la que sus filamentos se orientan en el eje transversal
perpendicularmente a la pared celular, se propone poner un coeficiente de
expansion ortétropo en el eje transversal. Se ha observado que no hay cambios
influyentes al poner un coeficiente ortétropo en el eje horizontal por tanto se ha
optado por un coeficiente de expansion isotropo por simplicidad.

En la Tabla 1 se muestran las propiedades de los materiales que

componen cada zona detallada anteriormente:

Mddulo eléstico Coeficiente de Coeficiente de
(KPa) Poisson expansion
Nucleo 2 0.45 0
Citoplasma 0.8 0.45 1 (ortotropo)
Actina globular 0.5 0.45 1 (ortétropo)
Actina o
adherida 0.8 0.45 1 (is6tropo)

Tabla 1: Propiedades de los materiales
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*Geometria*

Otra de las novedades de este trabajo fin de grado, es que se estudia la
motilidad celular en un ambiente confinado en el que el sustrato no es liso, sino
gue tiene una geometria irregular. A la hora de determinar la geometria y
siguiendo la base del trabajo realizado por Reversat, et. al. [12] se han creado
tres modelos diferentes. La longitud de todos los canales sera de 72 ym. Cada
canal dentado tendra un periodo de 6, 12 y 24 um respectivamente. Las
dimensiones de la célula se basan en los experimentos in vitro mostrados en el

articulo de Berget et al. [8].

Lifeact

Figura 16: Seccion transversal de una célula captada in vitro migrando en canales confinados. Escala=10
um [8].

La longitud de la célula sera de 30 um, y se diferencian dos zonas, el
citoplasma y el nucleo. Tanto el volumen de la célula como el del nucleo se

mantienen iguales en los tres modelos (Figuras 17, 18 y 19).

72

-+ L

Figura 17: Esquema geometria sustrato y célula A=6 um
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Figura 28: Esquema geometria sustrato y célula A=12 um

72

A

Figura 39: Esquema geometria sustrato y célula A=24 um

*Modelado por Elementos Finitos*

El estudio experimental de este Trabajo de Fin de Grado se ha realizado
simulando el problema mediante Elementos Finitos (EF) en el software comercial
Abaqus. Dada la simetria de revolucion del problema se han realizado tres
modelos axisimétricos compuestos por un sustrato y una célula cuyas geometrias
son las detalladas en el apartado anterior(Figuras 17,18 y 19). El sustrato, por un
lado, se ha simulado como un soélido rigido, ya que su rigidez es muy superior a
la de la célula y no sufre apenas deformacion al paso de la célula. Por otro lado,
la célula se divide en dos areas nucleo y citoplasma (figura 20).

Nerea Olivera Jurjo
22



ESTUDIO MEDIANTE EL METODO DE ELEMENTOS FINITOS DE LA Escuela de
MECANICA Y LA MOTILIDAD CELULAR EN DIFERENTES AMBIENTES Ingenieria y Arquitectura

CONFINADOS o ,
Universidad Zaragoza
CURSO 2020/2021

Figura 20: Areas de la célula modeladas en Abaqus para un periodo de onda de 12 um (rojo ntcleo, rosa
citoplasma).

El citoplasma a su vez se divide en varias zonas, actina libre, actina
adherida, actina globular y miosina (Figura 15). A cada parte de la célula se le
ha asignado un material determinado en funcion de las propiedades mecéanicas

de cada zona (Tabla 1).

Dada la simetria de revolucion del canal y de la célula se ha simulado sélo

una seccion del modelo aplicando axisimetria.

Las deformaciones que sufre la célula durante el proceso de migracién
son superiores al 20%, por lo que todas las simulaciones se realizaran en
grandes deformaciones, actualizando por tanto la configuracién de la célula.

1. Mallado

La célula se ha mallado con elementos triangulares lineales ya que son
los que mejor se adaptaban a la geometria de los modelos con un tamafio de
elemento de 0.5 ym. El canal se ha mallado con elementos unidimensionales

rigidos.

2. Condiciones de contorno
El canal no se mueve por lo que se ha impedido el movimiento en un punto
de referencia localizado en el canal (Figura 21).
La célula se considera en contacto con el canal por medio de un contacto
con friccion creando fuerzas perpendiculares entre el sustrato y la célula
asegurando el confinamiento. El coeficiente de friccion entre la célula y el

sustrato es un parametro del modelo.

3. Pasos de calculo y cargas

Para simular la migracién de una célula cancerigena confinada en un
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sustrato partimos de que la célula se encuentra en un estado libre de tensiones,
es decirno esta sometida a ninguna fuerza provocada por el confinamiento. Se
distinguen dos pasos de calculo diferentes.

Primero, la célula ha de hacer contacto con en el canal, el cual tiene una
seccion transversal menor que la de la célula. Para ello, se aplica una presion
uniforme (0.01 kPa) en toda la superficie externa de la célula (Figura 21).

Una vez la célula esta dentro del canal, se quita esta presién y la célula
se adapta a la geometria del canal consiguiéndose el contacto de ambas
superficies.

Figura 21: Presién de 0.01 kPa aplicada en la superficie celular. RP, punto de referencia escogido para
anclar el canal e impedir su movimiento. (El modelo se ha simulado como axisimétrico, se representa en
la figura la seccion completa de célula y canal)

Tras la finalizacién de estos pasos se consigue establecer el contacto de
ambas superficies.

En los tres modelos (A=24 um, A=12 ym y A=6 pym) se ha establecido un
contacto entre las dos superficies de forma que la célula es la que se mueve
frente al canal que esta fijo. Se ha establecido un coeficiente de friccién entre las
dos superficies que favorece la migracién [10,13]. Se ha realizado un estudio de
sensibilidad del coeficiente de rozamiento hasta encontrar el valor mas favorable
para la migracion siendo éste de 0.22.

Una vez establecido el contacto, se crea el siguiente paso de calculo en
el que se simula la migracion de la célula. En este punto entran en juego la
combinacion de la actina y la miosina [5]. La polimerizacion de la actina en el
frente, en el que la actina globular (G-actina) se une formando polimeros (F-
actina) provoca una expansion que hace que la célula avance. Mientras que el
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trabajo de contraccion de la miosina hace que se forme la cola de la célula
ayudando a la célula a avanzar. Asi, se aplica a diferentes partes de la célula
incrementos o decrementos de volumen por medio de las ecuaciones de
expansion térmica a través de incrementos de temperatura positivos 0 negativos
dependiendo de la funcion a simular, tal y como se ha explicado en la seccion de
materiales y métodos. Otro factor que se ha tenido en cuenta es que en varios
experimentos [25] se ha observado que, en un primer momento, cuando la célula
se dispone a migrar y empiezan a trabajar la actina y la miosina lo primero que
se produce es la formacion de la cola de la célula. Por ello se ha dividido este
paso “migracion” en dos partes, una donde solo trabaja la miosina y otra en la

gue sigue trabajando la miosina junto con la actina.

Miosina

La concentracion de la miosina es méaxima en el extremo final de la célula
y conforme se va acercando al nucleo se reduce [23], se aproxima a un
comportamiento lineal. Por ello, para crear el efecto de la contraccién que
provoca el trabajo de la miosina y a su vez simular ese cambio de concentracion
gue sufre, a la zona que delimita la miosina (Figura 15) se le aplica un incremento
de temperatura negativo que se asume que varia linealmente en funcion de su
coordenada vertical. De forma que el decremento de temperatura sera maximo
en el extremo final de la célula y se ira haciendo mas pequefio conforme avanza
por el eje vertical hasta hacerse nulo cuando ya no se encuentra en la zona de

la miosina. La ecuacién propuesta que sigue este comportamiento es:
AT = K, - dn(X) (ec.1)

Donde kp=-0.1 es la constante de polimerizacién, dx la distancia en la
direccion longitudinal al centro del nucleo la longitud desde el punto (X)

perteneciente a la zona de la miosina.
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Distribucidn miosina

100000100 | —

-2.817e-02
-5.63534e-02
-§.451e-02
-1.127e-01
-1.408e-01
-1.690e-01
-1.972e-01
-2.254e-01
-2£.535e-01
-2.817e-01
-3.099e-01
-3.380e-01

Figura 22: Zona de la miosina a la que se le ha aplicado un decremento de temperatura en funcién de su
coordenada longitudinal, siendo méaximo en el extremo final con un decremento de 0.4°C.

Las condiciones expuestas serian las iniciales, en cada incremento de
célculo la coordenada de referencia ha de actualizarse asi como las coordenadas
de la zona de la miosina debida a la deformacién. Para ello se ha creado una
subrutina (UTEMP) en la que se aplica el decremento de temperatura en cada
nodo dependiente de la coordenada actualizada del extremo inferior del nucleo

y del punto considerado.
Actina

En la segunda parte de este paso se introducen los incrementos de
temperatura que simulan la polimerizacion y depolimerizacion de la actina.

En la zona frontal de la célula se localiza la actina libre, es la zona con la
mayor concentracion de F-actina, es decir donde mas polimerizacién se produce
por lo que el incremento de temperatura sera mayor. Conforme nos acercamos
al nucleo esa densidad se va reduciendo debido a la depolimerizacion. Al igual
gue con la miosina el efecto de la polimerizacion se asemeja a un incremento de
temperatura lineal dependiente de su coordenada vertical. Por lo que se ha
creado una funcion igual que en el caso de la miosina (ec. 1) que afecte a esta
zona deforma que en la parte frontal de la célula el incremento de temperatura

sea el maximo y cerca del nucleo incremento es menor.
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Distribucion actina

libre
+1.312e4+00
+1.153e+00

+9.944e-01
+8.358e-01
+6.772e-01
+5.186e-01
+3.59%e-01
+Z.0135e-01
+4.272e-02
-1.15%e-01
-2.7/45e-01
-4.331e-01
-5.917e-01

Figura 22: Distribucion de actina libre a la que se le ha aplicado un incremento de temperatura en funcién
de su coordenada longitudinal.

La actina adherida se sitla pegada a la pared celular por los laterales de
la célula sin llegar al frente y acabando antes de llegar a la cola [12]. En esta
zona la actina polimeriza ejerciendo fuerzas perpendiculares al canal
asegurando que se mantenga el contacto entre la célula y la pared. Se ha
establecido un incremento de temperatura positivo que no depende de ninguna
funcidn lineal, pero sin llegar a ser muy alto ya que la densidad de actina en esta

zona es menor y cabe la posibilidad de que el nucleo se deforme.

Para poder comparar el comportamiento de los tres modelos se les ha
aplicado los mismos incrementos de temperatura siendo -0.6 °C en la miosina, -

0.4°C en la actina globular, 0.5°C en la actina libre y 0.1°C en la actina adherida.

Tras el establecimiento de todas estos pasos y cargas se simula por

completo la motilidad celular en un ambiente confinado.
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ESULTADOS

Se van a detallar a continuacién, para los tres modelos simulados los
resultados obtenidos. Se estudiaré el efecto de la miosina, de la actina adheriday la
actina libre en su conjunto y de forma separada con el fin de ver como afectanal
proceso de migracion en los distintos canales.

Se va a partir de un modelo con miosina variable en funcion de su
coordenada transversal, actina libre también variable en el frente y actina

adherida localizada pegada a la pared celular a los lados de la célula (Figura 15).

Desplazamientos um

+5.000e+00
+4.400e+00
+3.800e+00
+3.200e+00
+2.600e+00
+Z.000e+00
+1.400e+00
+a3.000e-01
+Z.000e-01
-4.000e-01
-1.000e+00

Figura 23: Desplazamiento (um) en el eje longitudinal de la célula, a) modelo con A=6 um, b) modelo con
A=12 umy c) modelo con A=24 ym.

Se observa que el modelo que mas se desplaza es el que tiene un periodo
de onda mas grande (A=24 um) y el que menos el que tiene un periodo de onda

menor (A=6 ym). En los tres modelos se alcanza el desplazamiento maximo enla

Nerea Olivera Jurjo
28



ESTUDIO MEDIANTE EL METODO DE ELEMENTOS FINITOS DE LA
MECANICA Y LA MOTILIDAD CELULAR EN DIFERENTES AMBIENTES

CONFINADOS

CURSO 2020/2021

Escuela de
Ingenieria y Arquitectura

Universidad Zaragoza

zona frontal de la célula debido a la polimerizacion de la actina libre, seguido por

la zona del nucleo y la cola, esta ultima debida al trabajo de contraccion de la

miosina. Se puede observar que en los modelos con menor longitud de onda del

canal (A=6 um y 12 ym) en las zonas intermedias la célula se despega delcanal,

esto puede ser debido a que al tener distintas geometrias la concentracionde

actina adherida cambia de una a otra, provocando que en algunos casos ese

volumen de actina adherida se reduzca y no sea suficiente como para empujar

la célula hacia los lados para mantener el contacto entre el canal y la célula.

El comportamiento del nucleo en la migracion celular es decisivo [7], es

un elemento pasivo, es decir, en él no se producen fuerzas mecanicas que

promuevan el movimiento celular, sino que ha de ser empujado por el efecto de

traccion y compresion de la actina y miosina.

a) |Tensién max
principal

+1.162e-01
+1.065&e-01
+9.650e-02
+&.712e-02
+7.744e-02
+6.776e-02
+5.808e-02
+4.840e-02
+3.872e-02
+&.904e-02
+1.936e-02
+9.650e-03
+0.000e+00
-§.155e-02

A=6 pm

c) Tensidn max
principal

+1.472e-01
+1.34%9e-01
+1.226e-01
+1.104e-01
+9.811e-02
+5.585e-02
+7.358e-02
+6.132e-02
+4.906e-02
+3.679e-02
+2.453e-02
+1.2262-02
+0.000e+00
-1.204e-01

A=12 pm
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b)

d)

Tensién min
principal

+0.000e+00
-1.934e-
-3.867e-
-5.801e-
-7 .7 3de-
-9.668e-
-1.160e-
-1.353e-
-1.547e-
-1.740e-
-1.934e-
-2.127e-01
-2.320e-01

A=6 um

Tensidgn min
principal

+0.000e
-2.970e-
-5.940e-
-§.910e-
-1.155e-
-1.4585e-
-1.782e-
-2.079e-
-2.376e-
-2.673e-
-2.970e-
-3.2678-
-3.56de-

+00

A=12 um
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e) | Tension max - ) | Tension min
principal h=24 Hm principal

+1.319e-01 +0,000e+00
+1.20%9e-01 -2,360e-02
+1.09%e-01 -4.721e-02
+9.893e-02 -S.gﬂg-g%
+5.794e-02 -3 -
+7.695e-02 -1.180e-01
+6.596e-02 -1.416e-01
+5.496e-02 -1.652e-01
+4,397e-02 -1.588e-01
+3.298e-02 g%ggeg%
+2.199e-02 '2-5%3'01
+1.09%e-02 :2'8328:01
+0.000e+00 (Hile
-8.017e-02

Tabla 2: Tensiones principales (kPa) en el nacleo.

Las imagenes a), ) y e) de la tabla 2 muestran las tensiones maximas
principales en el ndcleo, en los tres modelos se observa que la mitad superior
estd sometida a compresion mientras que la inferior a traccion, las tensiones
son de la orden de 0.1 a 0.01 KPa.

Las imégenes b), d) y f) contienen las tensiones minimas principales las
cuales son todas a compresion. Las maximas compresiones se dan en el

modelo con una longitud de onda A=12 um.

Influencia de la miosina

A continuacion, se muestran algunos resultados obtenidos en el caso de
que no intervenga la miosina en la migracion. En este caso solo se activa la
polimerizacion y despolimerizacion de la actina omitiendo el efecto que produce

en la motilidad de la célula la contracciéon de la miosina.

Desplazamientos pm a]
+4 . 400e+00
+3.925e+00
+3.450e+00
+2.975e+00
+2.500e+00
+2.025e+00
+1.550e+00
+1.075e4+00
+6.000e-01
+1.250e-01
-3.500e-01

-5.250e-01

-1.300e+00

I %,

S P B !

Figura 24: Desplazamiento en el eje longitudinal de la célula omitiendo el efecto de contraccion de la
miosina, a) modelo con A=6 ym, b) modelo con A=12 um'y c) modelo con A=24 um.

Nerea Olivera Jurjo

30



ESTUDIO MEDIANTE EL METODO DE ELEMENTOS FINITOS DE LA Escuela de
MECANICA Y LA MOTILIDAD CELULAR EN DIFERENTES AMBIENTES Ingenieria y Arquitectura

CONFINADOS . ,
Universidad Zaragoza
CURSO 2020/2021

Se observa que el desplazamiento en el frente celular es practicamente el
mismo incluso algo superior que en el caso con actina y miosina (figura 24), sin
embargo, en ninguno de los trescasos se produce la contraccion en la zona
posterior de la célula necesaria parafavorecer el avance de todo el cuerpo de la
célula, no solo de la parte delantera, la parte posterior se desplaza en sentido
contrario al avance de la célula.

Debido a que en este caso no interviene el trabajo de la miosina las
fuerzas de contracciéon en la zona de la cola y en la zona posterior del nicleo no
son suficientes para promover el avance de la célula. Lo que sucederia a la larga
es que la parte frontal de la célula seguiria avanzando mientras que la posterior

no seria capaz de hacerlo, por tanto, la célula se alargaria, pero no se moveria.

En la figura 15, se van a mostrar los tres modelos en caso de que la
distribucién de la miosina no dependa de la coordenada vertical, sino que sea

constante en toda la zona de la miosina con un decremento de temperatura de

0.5°C.

a) |Desplazamientos Um

+4.445e+00
+3.986e+00
+3.526e+00
+3.066e+00
+2.607e+00
+2.147e+00
+1.688e+00
+1.228e+00
+7.685e-01
+3.089e-01
- -1.507e-01

-6.103e-01

-1.070e+00

Desplazamientos pm

+2.344e+00
+2.110e+00
+1.876e+00
+1.642e+00
+1.408e+00
+1.174e+00
+9.395e-01
+7.055e-01
+4.714e-01
+2.374e-01
+3.327e-03
-2.307e-01
-4.,648e-01

b) Desplazamientos HM

+3.599e+00
+3.147e+00
+2.695e+00
+2.242e+00
+1.790e+00
+1.337e+00
+8.849e-01
+4.325e-01
-1.995e-02

+ -4.724e-01

-9.248e-01

-1.377e+00
-1.830e+00

Figura 25: Desplazamiento en el eje longitudinal de la célula con un trabajo de contraccion de la miosina
constante, a) modelo con A=24 um, b) modelo con A=12 umy c) modelo con A=6 um.

En la figura 25 se puede observar que la zona que mas se desplaza es la
cola, esto es debido a que una distribucién constante genera una contraccion
muy alta en la parte posterior de la célula. Sin embargo, las zonas centrales del
cuerpo de la célula donde se sitta el nacleo no se desplazan a la par que la cola
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y que el frente, sino que se desplazan mas lentamente. Por lo tanto, lo que
sucede es que la parte frontal de la célula seguira avanzando, pero el nucleo se
vera arrastrado hacia atras por las fuerzas de contraccion de la miosina
provocando que la célula se estire pero que no haya un desplazamiento uniforme

hacia adelante.

Influencia de la friccién

Las fuerzas de friccion que se producen entre el sustrato y la célula son
necesarias para la motilidad celular. En los modelos anteriores el coeficiente de
friccion establecido era de 0.22, ahora se presentan dos casos diferentes, uno
con un coeficiente de friccion menor de 0.1 y otro mayor de 0.27 para permitir

evaluar la influencia de esta propiedad (figuras 26, 27 y 28).

Desplazamientos pm a]

+1.500e+00
+1.153e+00
+1.015e+00
+5.725e-01
+7.300e-01
+5.875e-01
+4 .450e-01
+3.025e-01
+1.600e-01
+1.750e-02
-1.250e-01

-2.675e-01

-4.100e-01

Figura 26: Desplazamiento (um) en el eje longitudinal de la célula del modelo con A=6 ym. La imagen a)
tiene un coeficiente de friccion de 0.27, la b) de 0.22 y la c) de 0.1.
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Diesplazamientospym

+3.000e+00 | @)
+3.4838+00
+3.067e+00
+2.6508+00
+2.253e+00
+1.81%e+00
+1.4008+00
+9.533e-01
+5.6678-01
+1.500e-01
-2 BE7e-01

-6 B33e-01

-1.100e+00

Figura 27: Desplazamiento (um) en el eje longitudinal de la célula del modelo con A=12 um. La imagen a)
tiene un coeficiente de friccion de 0.27, la b) de 0.22 y la c) de 0.1.

Desplazamientos gm

+5.100e+00
+4.575e+00
+4.050e+00
+3.525e+00
+3.000e+00
+2.475e+00
+1.950e+00
+1.425e+00
+9.000e-01
+3.750e-01
-1.500e-01
-6.750e-01
-1.200e+00

Figura 28: Desplazamiento (um) en el eje longitudinal de la célula del modelo con A=24 ym. La imagen a)
tiene un coeficiente de friccion de 0.27, la b) de 0.22 y la c) de 0.1.

En este caso se observa que cuando el coeficiente de friccion es menor
el desplazamiento de la célula se reduce.

En el caso en que el coeficiente de friccion es mayor se observa que el
desplazamiento es muy parecido al caso original en el modelo con A=24 ym, pero
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en las otras dos geometrias se observa claramente que el caso que mas se

desplaza se produce cuando el coeficiente de friccion es de 0.22. Se puede
concluir que en la migracion celular son necesarias las fuerzas de friccion entre
la pared del canal y la membrana celular, siendo el coeficiente de friccibn no muy
reducido como para no ayudar al avance ni tampoco muy grande como para

impedir la migracion.

Influencia de la actina adherida

Ahora se va a presentar el caso en que la actina adherida no intervenga.

Desplazamientos ym | z) b) c)

+3.600e+00
+3.142e+00
+2.6683e+00
+2.225e+00
+1.767e+00
+1.308e+00
+3.500e-01
+3.917e-01
-6.667e-02
-5.250e-01
-9.833e-01
-1.442e+00
-1.900e+00

Figura 29: Desplazamiento en el eje longitudinal de la célula omitiendo el efecto la actina adherida, a)
modelo con A=6 ym, b) modelo con A=12 umy c) modelo con A=24 um.

En la figura 29 se puede observar que la funcién de la actina adherida no
es solo importante para el avance celular, también lo es para que la célula se
mantengaen contacto con el sustrato ya que es un factor clave para que se dé la
migracioncelular. En la zona en la que se encuentra la actina globular al estar
sometida aun decremento de temperatura se produce una contraccion y por tanto
la célula se despega del canal, la funcion de la actina localizada a los costados
de la célula es la de intentar mantener ese contacto. Sin embargo, en el caso de
que actina adherida no actle, la célula se despega del canal (Figura 27), por
tanto, las fuerzas de friccion necesarias para el avance son nulas en esa zona y

por consecuencia el desplazamiento se reduce.
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Influencia de la actina libre:
A continuacion, se va a estudiar la importancia de la polimerizacion de la

actina en el frente de la célula para ello se han obtenido resultados en caso de

gue la actina libre sea constante y no dependa de su coordenada longitudinal

(tabla 3).
Distribucion de actina lineal Distribucion de actina constante

b}‘

Desplazamientos pm a].

+3.698e+00
+3.262e+00
+2.820e+00
+2.391e+00
+1.955e+00
+1.519+00
+1.083e+00
+6.473e-01
+2.115e-01
-2.243e-01
-6.601e-01
-1.096e+00
-1.532e+00

A=24 pm
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Desplazamientos pm

+3442e+00
+3.003e+00

+2.5648+00 \ / /
+2.125e+00 , .
+1.687e+00 \ y

+1.248e+00
+8.090e-01
+3.702e-01
-6.867e-02
-5.075e-01
-9463e-01
-1.385%e+00
-1.824e+00

c) ) A d)

A=12 um

Desplazamientos pm

+2.161e+00
+1.892e+00
+1.623e+00
+1.354e+00
+1.085e+00
+8.164e-01
+5.475e-01
+2.786e-01
+9.667e-03
-2.592e-01
-5.26z2e-01
-7.971e-01
-1.0668+00

A=6 pm

Tabla 3: Desplazamientos en el gje longitudinal de la célula. a) y b) modelos con A=24 um, c) y d) modelos
con A=12 umy e) y f) modelos con A=6 um.

Analizando los desplazamientos mostrados en la tabla 3 se observa que
losmodelos con distribucion de actina constante se desplazan mas en el frente,
estoes debido a que toda la parte frontal de la célula polimeriza originando un
crecimiento mayor de volumen que en el caso de actina no constante. La
deformacion es considerablemente mayor, sin embargo, si observamos la zona
del nucleo, éste no avanza, sino que retrocede, es un caso parecido a cuando
habia una distribucion de miosina constante. La consecuencia seré que la célula
se estirara, pero no avanzara conjuntamente. Por tanto, se observa la
importancia de la polimerizacion en el frente y la despolimerizacion de la actina

conforme nos acercamos al nucleo.
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DISCUSION

Tras el andlisis de los resultados obtenidos se puede afirmar que para la
motilidad celular es imprescindible el trabajo conjunto de las proteinas de actina
y miosina. Es necesaria la expansion producida por la polimerizacién de la F-
actina en el frente para promover el avance celular, pero, para evitar que el
nacleo se vea arrastrado hacia atras también se necesitan las fuerzas de
contraccion de la miosina en la cola [5, 23]. Es muy importante este trabajo de
expansion-contraccion de la actina y la miosina para evitar un crecimiento de
volumen de la célula exagerado cuya consecuencia es un estiramiento de la
célula en el que la mitad superior intenta avanzar todo lo posible pero el resto del

cuerpo de la célula retrocede impidiendo la migracion conjunta de toda la célula.

Otro factor clave es la diferenciacion de varios tipos de actina los cuales
desempefian una funcion diferente en la migracion celular [24]. Se observa que
la actina libre situada en el frente, compuesta por filamentos de actina formados
por la polimerizacion de la proteina y orientados en el eje longitudinal,son los
encargados de empujar la célula hacia adelante para promover el avance. Por
otro lado, conforme nos alejamos del frente y nos vamos acercandoal nicleo se
produce la despolimerizacion de la actina y esos filamentos de actinase convierten
en actina globular que rodea el nucleo, la cual ejerce fuerzas de contraccion
necesarias para arrastrar al nicleo. Se puede afirmar que no todo elfrente esta
compuesto por filamentos de actina, sino que también es imprescindible la accion
de la actina globular alrededor del nucleo [20]. Y por ultimo, se observa que para
asegurar el contacto de la célula y el sustrato la polimerizacion orientada en el
eje transversal situada en las paredes de la célulaes muy importante. En la
migracion en ambientes confinados el contacto entre célula y canal es

imprescindible.

El ndcleo es el elemento mas rigido de la célula, en el caso de la migracién
es un elemento pasivo es decir la accibn de la actina y la miosina es la
responsable de que éste se mueva. Aunque sea un elemento pasivo tiene una

gran influencia en la motilidad celular [7,20], y es vital que se vea arrastrado hacia
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adelante para que el cuerpo celular avance conjuntamente.

Como se ha podido ver en las simulaciones, la actina libre ha de tener una
distribucién variable dependiente de la coordenada longitudinal, de forma que en
la zona pegada a la membrana celular frontal se encuentra la maxima
polimerizacidbn y que conforme se va retrocediendo hacia el ndcleo esa
polimerizacién es mas débil hasta llegar a la zona de actina globular donde se
produce la despolimerizacién. Lo que provoca esta distribucion es que en la zona
situada en el frente de la célula la expansion sea muy grande promoviendo el
avance celular mientras que en las zonas de acina globular se produzca una

contraccionque arrastre al ndcleo hacia adelante.

Ocurre lo mismo con la distribucion de miosina variable, en la zona trasera
de la cola se produce la mayor contraccion y conforme se avanza hacia el nucleo
la contraccion va siendo menor. Es una distribucidbn dependiente de la
coordenada vertical, ademas también se ha tenido en cuenta que conforme la
célula se desplaza las coordenadas no son las originales, sino que van
cambiando, es por ello por lo que se ha creado una subrutina que actualiza esa
coordenada vertical conforme la célula migra. La importancia de esto radica en
gue la contraccién variable en la cola producida por la miosina es la que mas
influencia tiene en empujar el nicleo hacia adelante, en caso de que la
distribucién fuera constante la contraccién seria muy alta y el ndcleo seria

arrastrado hacia atras, provocando que la célula se deformara, pero no avanzara.

Se ha demostrado que el contacto entre el sustrato y la célula es
imprescindible para la migracion celular, se ha observado que las fuerzas de
friccion perpendiculares entre ambos favorecen la migracion, son necesarias
para que la célula pueda “agarrarse” al canal e impulsarse hacia adelante [12].
Si bien también se ha observado que la friccion entre ambosno puede ser muy
alta porque impediria el movimiento ya que la célula no seriacapaz de superar
esas fuerzas 'y, por otro lado, tampoco pueden ser muy pequefias como para que

la célula no tenga ese punto de apoyo del que impulsarse.
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Ve

CONCLUSIONES Y LINEAS FUTURAS

La migracion celular en ambientes confinados es el resultado del trabajo
conjunto de varias fuerzas en las que se incluyen las fuerzas de friccién entre
sustrato y célula, y las fuerzas de expansion-contraccion de la actina y miosina
entre otras, si bien estas son las mas influyentes. Es imprescindible la

coordinacion entre todas ellas.

En este trabajo se ha hecho hincapié en que la migracién en un
confinamiento en 3D es diferente al de 2D, recientes investigaciones aseguran
gue los factores mecanicos que intervienen en un confinamiento en 3D son los

gue mas se asemejan a la migracion real de una célula.

La novedad que de este trabajo es la creacion de modeloscon geometrias
diferentes para poder estudiar la influencia de la geometria y el contacto en la
migracion celular. Por otro lado, el conseguir que el efecto de contraccion de la
miosina sea dependiente de la distancia al nicleo y que ésta se vaya

actualizando al cambiar la configuracion.

En el futuro se pretende crear varios modelos que simulen lo mas
fielmente posible la migracién celular real para poder investigar y predecir
comportamientos que nos permitan saber un poco mas del comportamiento de
las células cancerigenas que hasta ahora es un campo muy desconocido.
Especificando un poco mas en trabajos futuros se seguird con esta lineade
investigacion incluyendo novedades como estudiar este comportamiento en otro
tipo de células como los leucocitos, cuantificar de forma mas exacta la cantidad
de actina y miosina que se encuentra en cada zona en base aexperimentos in
vitro, estudiar mas a fondo la importancia del nicleo en la migraciéon no solo
modelarlo como un elemento pasivo sino también un elementoactivo, incorporar
el elemento de la membrana celular y observar su influencia, crear nuevas

geometrias de canales y células, entre otros.
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