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Resumen

En el presente trabajo se ha realizado el anélisis cinematico de movimien-

tos en 3D de células individuales inmersas en un medio extracelular. Dicho
analisis esta basado en un modelo computacional de migracion celular que
incluye la dindmica de distintas capas de la célula, la interaccion de la célula
con el medio que la rodea y el comportamiento del propio medio extracelular.
Este modelo ha sido puesto a prueba en distintas casuisticas, permitiendo ver
la variabilidad de los resultados en funcion de los parametros del modelo, ya
sea la variabilidad de la geometria de la célula como la rigidez del medio ex-
tracelular. Se han obtenido diferencias significativas entre los distintos casos
a los que se ha sometido el modelo. Esto ha demostrado la importancia de
las variables de entrada del modelo.
Para la obtencion de resultados, ha sido necesario utilizar dos herramien-
tas software diferentes: Matlab para la realizacion de célculos y obtenciéon
de resultados y Paraview para la visualizacién en 3D de los resultados de
migracion. La representacién en 3D en Paraview otorga un valor anadido
a la presentacion de resultados, ofreciendo una visualizacién efectiva de la
evolucion de la célula y una interpretacion de los resultados méas comoda e
intuitiva.
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Capitulo 1

Descripcion del problema

1.1. Contexto

Se entiende como migracion celular el proceso por el cual una célula se
desplaza, a través de los tejidos o en la superficie de una placa de cultivo,
como se muestra en la figura 1.1. En el desplazamiento de la célula intervie-
nen expansiones citoplasmaticas, llamadas lamelipodios y filopodios [2]. Es
un proceso importante en el desarrollo y el mantenimiento de los organismos
pluricelulares, ya que la formacion de tejido durante el desarrollo embriona-
rio, la cicatrizacién y la respuesta inmune requieren de movimientos celu-
lares sincronizados en una direccién particular y hacia sitios especificos [3].
La migracién de las células representa un papel importante en el desarrollo
patoldgico como la metastasis del cancer y trastorno autoinmunes. El interés
en comprender la migracién celular se ha visto impulsado por el aumento
de conocimiento en la medicina regenerativa, y se basa en la posibilidad de
que el conocimiento de los mecanismos precisos subyacentes a la migracion
celular se pueda aprovechar para crear nuevos enfoques terapéuticos. La in-
vestigacion sobre la migracién celular se ha beneficiado enormemente de los
avances en bioingenieria, revelando ideas fascinantes sobre la forma en que
se mueven las células y los mecanismos que impulsan su motilidad [4].



Extremo guia

Actina
© Adhesion

=====Fibras de estrés

= Fibras de retraccion

Figura 1.1: Representacion de la migracién celular. Fuente: [1]

El desarrollo reciente de la nanotecnologia y su aplicacién a la migracién
celular estd logrando prometedores avances en la lucha contra el cancer y
enfermedades infecciosas. Las leyes de Newton establecen que no se puede
entender el movimiento de un objeto sin conocer las fuerzas que actian so-
bre él, por lo que en la célula no va a ser distinto. El orden de magnitud que
alcanzan estas fuerzas puede variar desde pocos piconewtons, hasta el nano-
newton, y so6lo han podido ser medidas recientemente gracias al desarrollo
de nanotécnicas como la microscopia de traccion y la microscopia de fuerza
atémica [5].

Para este avance, se hace necesario la figura de la ingenieria, ademés de la
medicina, la biologia o la biotecnologia. Incluir conocimientos relacionados
con la resolucion clasica de los problemas de ingenieria al mundo de la bio-
logia han dado lugar a disciplinas como la mecanobiologia. Esta rama del
conocimiento explora el papel de las fuerzas fisicas, més alld de la biologia,
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fisiologia o las enfermedades. Esta disciplina se basa en el estudio de cémo
los componentes mecanicos pueden ser decisivos en el comportamiento de la

célula [6].

1.2. Antecedentes y estado del arte

La mecanobiologia es una disciplina muy joven. El primer documento que
cita esta palabra clave data de 1998. Es en 2006 cuando se habla por primera
vez en el drea de la ingenieria de forma mas profunda sobre esta disciplina
[7]. Es en este documento dénde se llega a la conclusion de que el linaje de las
células madre se ve influenciado por la elasticidad de la matriz extracelular.
Es decir, los resultados obtenidos en este documento tienen implicaciones
significativas para comprender los efectos fisicos del microambiente y tam-
bién para usos terapéuticos de las células madre. Se explica cémo podrian
las células madre sentir o percibir la elasticidad de la matriz y transducir esa
informacion en cambios morfoldgicos y especificacién de linaje.

La migracién celular es un fenémeno multidisciplinar. No solo intervienen
factores bioquimicos, sino que también es fundamental la interaccién célula-
matriz desde un punto de vista estructural. El conocimiento basado en ex-
perimentacion proviene principalmente de estudios realizados en sustratos
planos (2D) [8]. Gracias a ellos se ha avanzado mucho en el conocimiento de
los fenémenos involucrados en la migracion celular, pero son necesarios los
ensayos 3D en ambientes més realistas.

La migracion celular es un conjunto complejo de procesos mecanoquimicos
que interactian entre si. Para ello se definen los filopodios, que son protu-
berancias en el borde de ataque de la célula. Los filopodios desempetnian un
papel importante en la guia de la motilidad celular y participan en la comu-
nicacién célula-célula. La estructura filopodial estd sostenida por filamentos
de actina paralelos reticulados dentro de la membrana celular. Se ha sugerido
anteriormente, que un gran complejo de proteinas en la punta del filopodio
juega un papel importante en la regulacién de la dinamica filopodial. El cre-
cimiento y la retraccién de los filopodios son impulsados en gran medida por
la polimerizacién y despolimerizacién de los filamentos de actina [9].
Actualmente, existe un interés manifiesto en la comunidad cientifica en el
uso de técnicas computacionales en el d&mbito de la migracion celular. Uti-
lizar modelos de migracién puede permitir obtener conclusiones reduciendo
el nimero de experimentos necesarios o, incluso, permitir hacer simulaciones



cuyo montaje experimental sea especialmente dificil obtener. La correcta de-
finicion de dichos modelos se convierte en una tarea crucial para el avance
del conocimiento.

Ademas, la migracion de células en organismos superiores estd mediada por
receptores de adhesion, como las integrinas, que unen la célula a ligandos
de la matriz extracelular, transmitiendo fuerzas y senales necesarias para la
locomocion. El hecho de que las células migren o no en un sustrato determi-
nado, y también su velocidad, depende de varias variables relacionadas con
las interacciones integrina-ligando [10].

1.3. Objetivo

El objetivo del presente trabajo es el andlisis cinematico del movimiento
de células individuales introducidas en una matriz extracelular. Para ello, se
ha utilizado un modelo de migracién basado en la propuesta de [11], [12] y
[13]; utilizando Matlab y Paraview como software de célculo y representacién
respectivamente.

Se ha aplicado sobre seis tipos de casos diferentes, en funciéon de un nimero
de filopodios y su distribucion a la lo largo de la membrana celular:

= Caso 1: Se encuentra compuesto por cuatro filopodios en posiciones
aleatorias de la membrana de la célula.

= Caso 2: Esta situacién enfrenta un conjunto de cuatro filopodios contra
un filopodio aislado.

= Caso 3.1: Dentro de este caso se estudian la situacion de cuatro filopo-
dios opuestos a tres filopodios.

= Caso 3.2: Este caso es una variacién del caso 3.1 ya que hay cuatro
filopodios enfrentados a otros tres, pero en un angulo inferior.

= Caso 4: Se encuentran dos filopodios en posiciones enfrentadas.

= Caso 5: Situacién en la que se encuentran siete filopodios colocados de
forma aleatoria en la membrana de la célula.

A continuacién se representan cada una de estas casuisticas, a través del
software Paraview.



Figura 1.2: Representacién de todos los casos tratados. (a) Caso 1. (b) Caso
2. (c) Caso 3.1. (d) Caso 3.2. (e) Caso 4. (f) Caso 5.
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Capitulo 2

Descripcion del Modelo de
Migracion Celular

2.1. Introduccion

En este capitulo se describe el modelo de Migracién Celular sobre el que
se ha trabajado, asi como el procedimiento de calculo y las variables que
seran analizadas en el presente proyecto. Este trabajo se basa en el modelo
de migracién celular propuesto por [11, 12, 13].

2.2. Conceptos iniciales

En este apartado se definen y una serie de conceptos aplicados a lo largo
de la descripcién de la matematica de proceso.

= Actina: la actina es una familia de proteinas globulares que forman
los microfilamentos, uno de los tres componentes fundamentales del
citoesqueleto.

= Integrina: son una superfamilia de glucoproteinas que participan ma-
yoritariamente en la unién de las células con la matriz extracelular.

= Actina-miosina: La miosina es una proteina fibrosa, que conjuntamente
con la actina, permiten principalmente la contracciéon de los musculos
e interviene en la division celular y el transporte de vesiculas.
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= ECM: La matriz extracelular representa una red tridimensional que
engloba todos los érganos, tejidos y células del organismo. Forma una
estructura esencial de apoyo para la célula.

= Filopodio: El borde de ataque de las células méviles proyecta protu-
berancias del tamano del orden de micras basadas en filamentos de
actina agrupados en paralelo, llamados filopodios. Son proyecciones ci-
toplasmaticas delgadas que se extienden desde el extremo directriz de
células en migracién. Los filopodios son una herramienta fundamen-
tal en la migracion celular, puesto que seréan estructuras encargadas de
sentir la rigidez del entorno. Estas estructuras seran las responsables de
dirigir el movimiento, de la orientacion de la célula y de las potenciales
deformaciénes que sufrird la ECM debido a la interaccion con la célula.

» Lamelipodio: son prolongaciones transitorias de la membrana celular
producidas por la accién de microfilamentos de actina, los cuales per-
tenecen al citoesqueleto celular. Su estructura es ancha y su forma la-
minar. La diferencia entre lamelipodio y filopodio como se muestra en
la figura 2.1, es que, los lamelipodios son protusiones de la membrana
que se forman en el borde frontal de la célula y que pueden extenderse
durante largas distancias arrastrando de las células a través del tejido,
mientras que los filopodios son proyecciones finas de membrana que
sirven para explorar los alrededores de la célula. En la figura 2.1 se
representa el movimiento de una célula, y se observa la diferencia entre
lamelipodio y filopodio.

» Adhesion focal (FA): unién de la matriz extracelular a componentes del
citoesqueleto de la célula. En la figura 2.2 se muestra representada esta
union.



Coreex

Fibras de Estrés

Lamelipodios Filopodios

Figura 2.1: Célula en movimiento, diferencia entre lamelipodio y filopodio.
Fuente: [1]

o-Actinina

Vinculina

Tensina

| Talina
[
Integrina

Figura 2.2: Adhesién focal. Fuente: [1]

= Complejo focal (FC): estructura macromolecular de una unién especia-
lizada y desarrollada. Son fundamentales para mantener la cohesion de
muchos tejidos.



2.3. Marco teorico

Basado en el articulo [11], se construye un modelo computacional basado
en fuerzas individuales, integrando cuatro médulos:

Dindmica de penetracién del filopodio.

Mecanica intracelular de las membranas celulares y nucleares, fibras
contractiles de tension de actina y dindamica de adhesién focal.

s Mecdanica estructural de redes de fibra ECM.

Interaccién célula-ECM.

La punta de cada filopodio se desplaza a lo largo de las fibras de ECM, tira

de las fibras de alrededor, y se contrae dependiendo de la fuerza de fijacion,
o de la rigidez de la ECM y del tamano del poro. Esta interaccion filopodio-
ECM es modelada como un proceso estocastico, basado en la cinética entre
integrinas en la punta del filopodio y, los enlaces de las fibras de ECM de
alrededor. Este modelo revela que la degradacion de la red de fibra ECM juega
un papel importante en la dinamica de penetracién del filopodio durante los
estados de contraccion de filopodios fijados a la ECM.
Las células invaden la ECM, extienden el filopodio dentro de la ECM vy,
deterioran y remodelan la ECM de alrededor. El filopodio debe penetrar a
través de las fibras de ECM de alrededor e interactuar con ellas, sondeando
un hueco en las fibras de ECM para extenderse. Cuando encuentra una fibra
de ECM, se une a ella mediante unas fuerzas de los complejos focales, y
secuencialmente genera fuerzas de tracciéon para empujar la membrana de la
célula hacia delante. El filopodio se desplaza a lo largo de la fibra de ECM
cercana a la punta, ademds, tira de las fibras generando fuerzas locales y
causando deformaciones dentro de la ECM. El filopodio también prueba la
red de fibra local y coordina multiples actividades: protrusién, retraccién y
contraccion.

2.3.1. Fuerzas que gobiernan el movimiento de la célu-
la

Para la realizacion del presente trabajo, la célula se ha divido en las
siguientes mallas:
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= ECM.

Membrana exterior.

Membrana intermedia o transduce.

Ncleo.

Filopodio.

Como se tiene un comportamiento viscoelastico, este lo modelan una
membrana interna y otra externa. Los movimientos de las células se tras-
pasan de la membrana exterior a la membrana transduce, y de la membrana
transduce al nicleo. En la figura 2.3 se observan estas mallas diferenciadas.

Fhy
pJ;_

Cellular membrane
Transduce layer

ucelar membrane

Filopodial membrane

Figura 2.3: Division en mallas de la célula. Fuente: [12]

A continuaciéon se detallardn cada una de las ecuaciones implicitas en el
movimiento de la célula.
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Membrana Celular

La siguiente ecuacion gobierna el movimiento de la célula:

dax’ dzt
: C'corii_z - FC’A,i—i_FE’,i—i_Ff,i_'—F]e,i? 1= 1,...,NC (21)

(Cc—i_ccort)g_ dt

En esta ecuacién se define a través del sumatorio de las fuerzas, una para
cada elemento que se necesita, donde:

» 27 : nube de puntos.
= c: malla perteneciente a la membana celular.
= i: nodo i-ésimo de la malla.

= N.: nimero de puntos de la membrana celular que, a su vez, coincide
con el nimero de puntos de la membrana intermedia.

s (: coeficiente de friccién de la membrana celular.
s (: coeficiente de friccidn de la membrana intermedia.

s (., constante asociada a la contribucién viscoelastica.

La célula se mueve por el sumatorio de todas las fuerzas, las cuales se
definen:

» Fuerza de adhesion focal (FA): es la conexién o contacto de la célula con
la matriz. Siempre se encuentra en la membrana celular. Viene regida
por la siguiente ecuacion:

ICFA,i = ”g,ik’LR<Lb - A)ﬁcR,i (2.2)
Doénde:

e n; . nimero de integrinas que se encuentras enganchadas en el
nodo i-ésimo de la membrana celular.

e 1%, vector director de la fuerza de la célula, apuntando desde la
membrana celular al punto de conexion.
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e krr: rigidez del enlace ligando-receptor. Ligando se refiere a la
proteina de la membrana celular (integrina) y el receptor a las
conectividades que pueden aparecer en las fibras de la ECM.

e [;: distancia real que separa la punta del filopodio a una fibra.

e )\: distancia minima de enlace.

Fuerza de la respuesta elastica (E) de la célula con los propios nodos
de la célula: fuerzas de resistencia a los efectos de deformacion de la
membrana celular.

line element
0L AS — AV 0AC
ngl =~k Z(Lj B 1]00) azvg —Fa Z ( ]AC-O : ) axi (2:3)
j=1 J j=1 J i
Dénde:

e L; : longitud entre nodos.
e A;: area de los elementos cercanos.
e k;: rigidez longitudinal.

® k4: rigidez de area.

Movimiento del lamelipodio (L): el lamelipodio, como se ha visto inical-
mente, es una acumulacion de proteinas que ejerce fuerza hacia el exte-
rior. Se define como una fuerza constante de 300 pN en el leading edge,
es decir, en las zonas que lideran el movimiento.

Fuerza transduce (T): fuerza motivada por la membrana intermedia o
membrana transduce. Esta es negativa, ya que ejerce una resistencia al
movimiento:

0L,

ch%' = _kcort(LT,i - L%J 9z’

(2.4)
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Membrana del Nicleo
La ecuacion que gobierna el movimiento del ntcleo:

n
dz]

Ch
dt

:F£71+FgF7Z7 7;:1,...7Nn (2.5)
Dénde:
s (), : coeficiente de friccion de la membrana del nucleo.

= N,: nimero de nodos del niicleo, mismo nimero que las mallas celula-
res.

En esta ecuaciéon también se define a través del sumatorio de las fuerzas,
una para cada elemento que se necesita.

» Fuerza eldstica del nicleo (E): al igual que en la membrana celular, son
las fuerzas de resistencia de los puntos de alrededor del punto del que
se tira. Se definen como:

line element
o OL" S A7 — ATON 9AP
Fpi=—kp 2 :(L? — 70) ax; —ka ( JA’?O ] ) (9:1:; (2.6)
j:l ? j:l J ?
Dénde:

L; : longitud entre nodos.

Aj: area de los elementos cercanos.

ky: rigidez longitudinal.

k: rigidez de area.

» Fuerzas de stress fiber (SF) o fibras de tensién: Estas fibras nacen de
la conexién entre el nucleo y la membrana transduce:

OFsp; ksr 1
Fnoo— i dsp; — NepLL .
SF,i or™ NSF( SF, SF SF,Z)

1

Odsr,
ox?

= _Féﬂi (2-7)

Dénde:
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dsp: distancia de compartimento de stress fiber.

s Ngp: nimero de compartimentos.

Ly longitud de referencia del compartimento.

ksp: rigidez del compartimento.

Membrana Transduce

Es la membrana intermedia que sufre las fuerzas de las dos anteriores. La
fuerza se rige por la siguiente ecuacion:

dx; dx; t c t t -
_Ccortg + (G + Ccort)ﬁ = Fp;+ Fg,; + Fgp,; + Fp, =1, Ny
(2.8)
Dénde:

s (), : coeficiente de friccion de la membrana intermedia.

= N;: nimero de nodos de la membrana intermedia.

En esta ecuacion también se define a través del sumatorio de las fuerzas,
una para cada elemento que se necesita.
Filopodio

Las fuerzas de los filopodios se rigen por la siguiente ecuacion:

d:c{
dt

Cy

Il
—

:Fé,i+F£C,i+FIJ;,i+F£M,i> i >"->Nf (2-9)

Dénde:
» (' : coeficiente de friccién de la membrana filopodial.

= Ny: nimero de nodos de la membrana filopodial.
En esta ecuacién también se define a través del sumatorio de las fuerzas,

una para cada elemento que se necesita. Pero en este caso, no hay conexiéon
con otras membranas.
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» Fuerza elastica del filopodio (E): al igual que en los anteriores, son
las fuerzas de resistencia que se opone a la deformacion, que tiende a
devolver al nodo en particular a su posicion original con respecto a la
distancia de sus nodos cercanos. Se definen como:

line f element f f0 f
L’ Al — A Al
a i ( ? L ) 8 v (210)

Flo= K- kY (R ) O

i=1 7 i=1
Doénde:

e [; : longitud entre nodos.
e A;: area de los elementos cercanos.
e k. rigidez longitudinal.

e ky: rigidez de érea.

» Fuerzas de polimerizacién (P): es la fuerza que decide que el filopodio

crezca hacia delante. Se aplica en la punta y es constante de un valor
de 2 nN.

» Fuerza del complejo focal (FC): Es igual a la fuerza de la adhesién focal
pero en este caso, en la punta del filopodio. Se define como:

oo f i
FFC,i = nb,ikLR(Lb - )‘)nR,i (2.11)
» Fuerza de la actina-miosina (AM): como se ha comentado inicialmente,
la actina-miosina es el motor muscular, es decir, es la proteina que
mueve el musculo. Esta tira en direcciéon contraria al movimiento del
filopodio, es decir, hacia dentro. Se parametriza de la siguiente manera:

f _ _OHaym _ 1 9dAn,
Fiang = =550 = —kanj(dane; — Lay ) =7+
. I (2.12)
thanrjo1(danion — LY JEERZLIBESE ‘
AM,j+1\"AM,j+1 AM,j+1 3$f+1
J

Doénde:

® d 4y distancia de compartimento de la actina-miosina.
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e H 4y energia eldstica total almacenada en la actina-miosina en el
filopodio.

e L', longitud de referencia del compartimento.

® k4 rigidez de la actina-miosina.

En la figura 2.4 | se representa la unién de actina — miosina, asi como
la agrupacion de integrinas en la punta del filopodio y las fibras ECM.

Actin-myosin assembly

Integrin cluster

| Fildpbdia FECM fiber
SR W b i

Figura 2.4: Unién de la actino miosina. Fuente: [12]

Matriz Extracelular

A la hora de representar las mallas en los casos anteriores, se subdividian
en tridngulos, mientras que para la ECM se representa en tetraedros, por lo
que ahora se trabaja con angulos en vez de con &areas. Las fuerzas vienen
regidas por la siguiente ecuacion.
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C.ot = Fip+ Fee, + Fop  i=1,...,N, (2.13)

Doénde:

= (e : coeficiente de friccién de la ECM.

= N,: nimero de nodos de la ECM.

Las fuerzas que actian corresponden a la adhesion focal, al complejo focal
y finalmente, a la fuerza elastica, la cual cambia respecto a las anteriores
debido a la representacién en tetraedros.

» Fuerza eldstica de la ECM (E): al igual que en los anteriores, son las
fuerzas de resistencia que se opone a la deformacion, que tiende a de-
volver al nodo en particular a su posiciéon original con respecto a la
distancia de sus nodos cercanos. Se definen como:

€ +1 e e +1 e e
Fe . — OH - — k¢ JZ (sz _ Lz ) JZ sz sz 89
%] k=j ik k=j—1 %
(2.14)
Dénde:

e L : longitud entre nodos.
e 0;;.: angulo entre nodos.

e k5 rigidez de la ECM. Esta rigidez viene dada a partir de k§ ; =
E$A; donde Ef es el médulo de Young y Ay el drea de la seccion
transversal de una sola fibra.

2.3.2. Dinamica de penetracién de los filopodios

Inicialmente, se ha definido el filopodio como una nube de puntos xyz con
una conectividad entre si.
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Figura 2.5: Representacion de la nube de puntos del filopodio en Paraview.

La dindamica de los filopodios se describe a partir de la siguiente ecuacion:

dr’
cf_tf =FL. 4+ Fle,+ Fh+ Fly,  i=1,...,N; (2.15)

Doénde:
= Féz : Fuerza elastica.
= F I{fai : Fuerza del complejo focal.

= F 1’; ; « Fuerza de polimeracién.
" F};Mi : Fuerza de la actino-miosina.

= ('} : Coeficiente de friccién asociado con la disipacién de energia en el
nodo del filopodio.

= x; : Posicién zyz del nodo ¢ de la malla del filopodio.

= Ny : Nimero de puntos de la malla del filopodio.
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El comportamiento dinamico de los filopodios se materializa en cuatro
fases diferenciadas:

= Fase de crecimiento: debida a la polimerizacion saliente de la actina.
Como todavia no se encuentra enganchado a nada, no existe complejo
focal ni fuerzas motivadas por actina-miosina. La fuerza de polimeri-
zacion es la que se encarga de que el filopodio crezca. Una vez pasa la
fase de crecimiento, puede que se agarre a la ECM (fase de “tugging”)
0 que crezca tanto que ya no se enganche y se retraiga (fase retractil).

= Fase retractil: debida al exceso de tamano del filopodio asociado a la
falta de éxito en la fijacion a la ECM con excesivo tamano. Si las fuerzas
son bajas, se puede producir el desenganche y volver al crecimiento. Sélo
actia la fuerza elastica, ya que no se engancha a la ECM.

= Fase de “tugging”: si se encuentra cerca de un punto de enlace, entra en
juego el complejo focal. Por tanto, actiia la fuerza elastica y la fuerza del
complejo focal. Una vez se enganche, puede pasar que se desenganche
(cuando el nimero de integrinas conectadas son pocas y el balance de
fuerzas no contribuye a acercarse, sino a alejarse, por lo tanto FE es
mayor que FFC) y pase de nuevo a la fase de crecimiento, o que el
enganche madure (fase contréctil).

» Fase contractil: debida a las fuertes fuerzas de FC en la punta del
filopodio y a las actividades motoras lentas de la miosina en la punta
del filopodio. Actian todas las fuerzas menos la de polimerizacion, ya
que esta es la encargada de que el filopodio crezca, por lo tanto, sélo
se encuentra en la fase de crecimiento.

= Fase de muerte: se produce por la no alineacién del filopodio con la
orientacion de migracion de la célula.

Durante el proceso dinamico, el filopodio conmuta entre estas cuatro fa-
ses. Dependiendo de la fuerza del complejo focal, la longitud del filopodio,
la duracién de la fase, y otros factores, las transiciones entre fases estan de-
terminadas. Brevemente, la fase de crecimiento conmuta a la fase “tugging”
cuando, tras un breve tiempo de maduracién del filopodio, las distancias en-
tre la punta del filopodio y una fibra de la ECM permiten la generacién de
complejos focales. Si no se consigue obtener una distancia necesaria que per-
mita la generacién de complejos focales antes de que el filopodio alcance su
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maxima longitud, el filopodio conmuta a fase retractil. Si se rompe, conmuta
de vuelta a la fase de crecimiento.

Todo este complejo proceso depende de muchos estimulos que recibe la célula,
determinando asi la respuesta migratoria. Estos estimulos pueden ser quimi-
cos, los cuales pueden ser las sustancias quimicas diluidas en el entorno asi
como material segregado por la propia célula; mecdnicos, como la resisten-
cia que ofrece el medio; o topogréficos, es decir, la topografia en la que se
encuentra embebida la célula [8].

2.4. Variables cinematicas estudiadas

2.4.1. Velocidad

Se ha calculado para los distintos casos disponibles, la velocidad para
cada instante de tiempo. Se obtiene a partir de la siguiente ecuacién.

G- Ci

— (2.16)

Ut

Doénde:

C;_1: posicion del centro de la célula en instante anterior.

C;: posicion del centro de la célula en instante posterior.

v;: velocidad instantédnea (um/s).

= At: instante de tiempo, este caso 2 segundos.

También se ha realizado el calculo de la velocidad media, el cual se ha
calculado mediante la siguiente ecuacion:

_ Y

= (2.17)

Umn,
Donde:
» (i posicion del centro de la célula en instante final.

= v, velocidad media (um/s).

= {4 tiempo total, en este caso 600 segundos.
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2.4.2. Supervivencia

En este apartado se ha procedido a calcular el tiempo de supervivencia
de cada filopodio. Para ello, se ha utilizado el software Paraview para la
modelizacién de cada caso y la observacion de las muertes de los distintos
filopodios. Dicha supervivencia se ha medido respecto al tiempo en el que
mueren los filopodios.

2.4.3. Desplazamiento

Dentro de esta seccién, se ha calculado el desplazamiento en cada instante
de la célula, asi como un desplazamiento final acumulado de cada caso. Para
ello, inicialmente se aplica la siguiente ecuacion:

Dt - Cl - Ci—l (218)
Doénde:

= ;. desplazamiento en cada instante um.
= (;: posiciéon del centro de la célula en instante posterior.

» (;_1: posicion del centro de la célula en instante anterior.

Y una vez calculado el desplazamiento en cada instante, se calcula el
desplazamiento acumulado:

Dat = Dat,1 —|— Dt (219)

2.4.4. QOrientacion

Dentro de esta seccién, se ha calculado la orientacién del movimiento de
la célula en cada instante. Para ello, se ha obtenido el valor de la proyeccion
en cada eje, del vector polarizacion de la célula. Dicho vector se posiciona
en cada instante en la direccion en la que la célula se mueve. Es un vector
normalizado, por lo que su longitud es 1. Ademas, se ha establecido un criterio
de representacion basado en coordenadas esféricas, las cuales representan en
la figura 2.6. Este sistema da la localizacién de puntos en el espacio por medio
de dos angulos y una distancia. Los angulos son:
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= Azimutal (¢): dngulo que va de 0 a 360°, el cual representa el angulo
de la distancia de la proyecciéon del vector sobre el plano XY, con el eje

X.

= Colatitud (0): dngulo que va de 0 a 180°, y representa el d&ngulo entre
el vector y el eje Z.

Figura 2.6: Coordenadas esféricas

Por lo que, la orientacién de un punto en un instante concreto se toma
como (6, p).

2.4.5. Tiempo de unién del filopodio con la ECM

Para el calculo de los tiempos de union del filopodio con la ECM, se
ha controlado los tiempos en los que los filopodios se encuentran en fase
contractil.

2.5. Estudio sobre la rigidez

Ademas de todo lo comentado anteriormente, se ha llevado a cabo un
estudio sobre el cambio de rigidez. Debido a la conocida influencia que tiene
la rigidez del medio con respecto a la orientacién de la célula [12], resulta
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interesante incluir cambios en los valores de rigidez de la ECM para compro-
bar si aparecen efectos microlocales que puedan alterar la cinemética de la
célula. Para ello, se han estudiado para el Caso 4 y el Caso 2, los efectos que
pueden ser consecuencia de cambiar la rigidez de la ECM. En particular, las
pruebas se han hecho modificando el valor del pardmetro Ey., el cual es el
mddulo de Young de la ECM, a los valores 1,25-10°Pa, 2,5-10Pa, 5-10°Pa
y 10 - 10°Pa.
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Capitulo 3

Resultados de la Cinematica de
Migracion

3.1. Introduccion

En este apartado se expondran los resultados obtenidos de la aplicacién
de los célculos explicados anteriormente a los distintos casos de migracion
celular planteados en el presente proyecto.

3.2. Estudio de la cinematica

3.2.1. Velocidad

Los resultados obtenidos correspondientes a la velocidad instantanea a
partir de la ecuacion 2.16, se representan en la figura 3.1 .
Y por consecuente, la velocidad media segun la ecuacién 2.17 para cada caso
corresponde a:

= Caso 1: 0.0017 um/s

Caso 2: 0.0035 um/s

Caso 3.1: 9.9563e-04 pm/s

Caso 3.2: 0.002 um/s

Caso 4: 9.6189e-04 um/s

25



» Caso 5: 0.0014 pm/s

10 & 107 ‘
8
g
=
4
0 2
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
t [s] t [s]
(a) (b)
-3 -3
25 x 10 ‘ 4 x 10 ‘
'3
E
=
52
0 — 1 —
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
t [s] t [s]
(d)
25 % 10° ‘
2
E:LLS
i
1
0.5 —
0 100 200 300 400 500 600
t [s]
()

Figura 3.1: Resultados obtenidos de la velocidad instantanea para cada caso.

Donde (a) Caso 1, (b) Caso 2, (¢) Caso 3.1, (d) Caso 3.2, (e) Caso 4 y (f)
Caso 5.
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3.2.2. Desplazamiento

En la figura 3.2 se representan los resultados del calculo de los desplaza-
mientos para los distintos casos.

2.3 T T T T T
Caso 1
Caso 2
Al Caso 3.1
Caso 3.2
Caso 4
= 1.5 ~Caso 5
By i
0.5
0
0 100 200 300 400 500 60
t s

Figura 3.2: Resultados de los desplazamientos para todos los casos.

3.2.3. Orientacion

A continuacién, en la Figura 3.3, se exponen los resultados de la orienta-

cion, en la que se representa el angulo de la colatitud y azimutal para cada
uno de los casos.
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Figura 3.3: Resultados obtenidos de la orientacién para cada caso. Donde (a)
Caso 1, (b) Caso 2, (¢) Caso 3.1, (d) Caso 3.2, (e) Caso 4 y (f) Caso 5.
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3.2.4. Supervivencia

A continuacién, en la tabla 3.1, se encuentran los tiempos en los que
mueren los filopodios dentro de cada caso, nombrados en el orden en el que
van muriendo.

Cuadro 3.1: Tiempos de supervivencia de los filopodios en segundos.

t[s] | Casol Caso 2 Caso 3.1  Caso 3.2 Caso 4 Caso 5
tsf1 26 26 26 26 26 26
tsfo 76 Sobrevive 26 26 Sobrevive 26
tsf3 360 Sobrevive 26 26 - 26
tsfa | Sobrevive Sobrevive 26 26 - 26
tsss - Sobrevive 26 58 - 66
tss6 - - 26 Sobrevive - Sobrevive
tsf7 - - Sobrevive  Sobrevive - Sobrevive

3.2.5. Tiempos de uniéon del filopodio con la ECM

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos para cada caso con
respecto al tiempo de unién entre el filopodio y la ECM, es decir, el tiempo
que se encuentran en fase contractil. Se han representado dichos tiempos de
forma que conmuta de 1 (fase contréctil) a 0 (se ”desengancha”). También
se han anadido los esquemas para un mejor visualizacion de los filopodios y
su numeracion.
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Caso 1

Fase contractil — Filopodio 1
J_lj— Filopodio 2
— Filopodio 3
) Filopodio 4
Fase contractil j
Fase contractil
0 200 400 600
t[s] g
(a) (b)

Figura 3.4: Resultados obtenidos para el caso 1.(a) Tiempos de fase contractil.
(b) Identificacién de filopodios por niimero.

Caso 2
i Filopodio 1
Fase contractil ‘ l I-“ | l | ‘ i g
— Filopodio 3
Filopodio 4
Fase contractil Filopodio 5
Fase contractil | | ‘ ‘ ] I
Fase contractil H ‘ ‘ | ‘ | ” |
0 200 400 600
t[s]
(a) (b)

Figura 3.5: Resultados obtenidos para el caso 2.(a) Tiempos de fase contractil.
(b) Identificacién de filopodios por niimero.
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Caso 3.1

Filopodio 1

—Filopodio 2
Y N Y Y | O . o 0
Filopodio 4
— Filopodio 5
—Filopodio 6
Filopodio 7

Fase contractil

0 200 400 600

(a) (b)

Figura 3.6: Resultados obtenidos para el caso 3.1.(a) Tiempos de fase
contractil. (b) Identificacién de filopodios por ntimero.

Caso 3.2
—Filopodio 1
Fase contractil O ] 7?}0130?0%
— Filopodio
Filopodio 4
; —Filopodio 5
Fase contractil I N O Filopodio 6
[ —Filopodio 7
Fase contractil J
0 200 400 600
t[s]
(a) (b)

Figura 3.7: Resultados obtenidos para el caso 3.2.(a) Tiempos de fase
contractil. (b) Identificacién de filopodios por ntimero.
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Caso 4

Filopodio 2

Fase contractil

0 100 200 300 400 500 600
tfs]

(a)

Figura 3.8: Resultados obtenidos para el caso 4.(a) Tiempos de fase contractil.
(b) Identificacién de filopodios por niimero.

Caso 5

Filopodio 1
Filopodio 2
— Filopodio 3
Filopodio 4
Filopodio 5
| I Filopodio 6
Fase contractil e | —Filopodio 7

Fase contractil

Fase contractil

0 200 400 600
t[s]

(a)

Figura 3.9: Resultados obtenidos para el caso 5.(a) Tiempos de fase contractil.
(b) Identificacién de filopodios por niimero.
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3.3. Variacién de la rigidez

3.3.1. Caso 2
Velocidad

Los resultados obtenidos de la velocidad para dicho caso, en funcién de
su rigidez se representan en la Figura 3.10. Si vy representa el valor de la ve-
locidad para la rigidez k, vo, es decir, la velocidad asociada a una matriz con
el doble de rigidez, varia aproximadamente como vy, = 0,95v,, obteniendo
un valor de velocidad inferior a medida que aumenta la rigidez.

0.012 T E=1.25x 10° (0.0039 um/s)| |

0.01 | —E=25x10° (0.0037 um/s)

s E=5x10%(0.0035 um/s)

0.008 - —E=10x10° (0.0034 nm/s)
g: 0.006 1
# J@w—’
0.004 | e e ==
I ; — __..J,\”_J.ili_f,?____i P

0.002 "
0 i i i i i
0 100 200 300_ 400 500 600

t [s]

Figura 3.10: Resultados de la comparacién de velocidades mediante la varia-
cion de la rigidez para el caso 2.

Orientacién

Los resultados obtenidos de la orientacién para dicho caso, en funcién de
su rigidez se representan en la Figura 3.11.
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Figura 3.11: Resultados de la comparacién de la orientaciéon mediante la
variacién de la rigidez para el Caso 2.(a) E = 1,25-10°Pa (b) E = 2,5-10°Pa
(c) E=5-10Pa. (d) E =10 - 10°Pa.

3.3.2. Caso 4

Velocidad

Los resultados obtenidos de la velocidad para dicho caso, en funcion de
su rigidez se representan en la Figura 3.12. Si vy, representa el valor de la ve-
locidad para la rigidez k, vg, es decir, la velocidad asociada a una matriz con
el doble de rigidez, varia aproximadamente como vy, = 0,99v, obteniendo
un valor de velocidad inferior a medida que aumenta la rigidez.
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Figura 3.12: Resultados de la comparacion de velocidades mediante la varia-
cién de la rigidez para el caso 4.

Orientacion

Los resultados obtenidos de la orientacién para dicho caso, en funcién de

su rigidez se representan en la Figura 3.13.
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Figura 3.13: Resultados de la comparacién de la orientaciéon mediante la
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(c) E=5-10Pa. (d) E =10-10°Pa.
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Capitulo 4
Discusion

4.1. Velocidad, supervivencia y union del fi-
lopodio con la ECM

4.1.1. Caso 1

Como se observa en la Figura 4.1, hay un crecimiento inicial de la veloci-
dad. Esto se debe a que, inicialmente, actiian mas filopodios en una misma
direccién. Finalmente, la velocidad termina por estabilizarse a un valor cons-
tante cuando la polarizacion de la célula se autoregula. Si se compara con
la supervivencia de cada filpodio, el crecimiento inicial se puede asociar a
que, claramente existe un filopodio que no estd alineado con el resto. Inicial-
mente, dicho filopodio ejerce una fuerza de resistencia y, cuando muere, la
célula termina por seguir la direccién que el resto de filopodios le impone.
También se puede observar que, en el tramo en el que sobreviven 2 filopodios,
la velocidad es mayor que en el tramo en el que sélo queda vivo un filopodio.
Con estos resultados, se puede concluir que la velocidad que se consigue al
estabilizarse el movimiento de la célula depende del ntimero de filopodios
dominantes en la direccién del movimiento de la célula, aumentando dicha
velocidad en proporcion al nimero de filopodios dominantes.
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Figura 4.1: Comparaciéon de la velocidad con la supervivencia para el Caso
1.

Es interesante observar los distintos tramos en los que la velocidad no
es claramente constante, si no que crece y disminuye de forma continuada
y en pequena cantidad, como puede ser el caso entre 190 y 260 segundos
aproximadamente. Esta situacién puede atribuirse al movimiento del filopo-
dio, ya que entra en un movimiento repetitivo de engancharse y soltarse. Es
decir, el filopodio cambia de fase de crecimiento a fase de “tugging” de for-
ma continuada, por lo que el enganche no ha madurado y no puede entrar
en fase contractil. Esto puede observarse en la Figura 4.2 que representa el
tiempo de unién del filopodio con la ECM, en la que ademas se puede ver
como la velocidad crece en este tramo hasta que el filopodio 4 no es capaz
de engancharse a nada.

Posterior a este tramo, en el instante de t = 260 s se produce una reduccién
pronunciada de la velocidad, esto es debido a que el filopodio que va a morir
a continuacién entra en fase retractil, teniendo una influencia muy baja en
la reorientacion de la célula. En ese caso, solo actia la fuerza elastica y el
filopodio es incapaz de engancharse a la ECM. Esta reduccién de velocidad
se debe al ultimo tramo de fase contractil, tras el que el filopodio finalmente
se desengancha y comienza su fase retractil. Asi, este filopodio ejerce una
minima resistencia a la direccion del filpodio que finalmente sobrevive, pero
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Figura 4.2: Tiempos de unién del filopodio con la ECM para el Caso 1.

no contribuye al movimiento y al avance de la célula. Se observa, de esta
misma manera, esta disminucion de velocidad para los instantes t = 40 s y t
= 10 s. Es el instante inmediatamente anterior a la muerte de los filopodios,
los cuales se encuentran en fase retractil. Un vez mueren, esta velocidad
aumenta.

4.1.2. Caso 2

En este caso, como en el anterior, un filopodio se encuentra claramente
en sentido opuesto a los demaés, y es el que inicialmente muere. Por lo que,
segliin se observa en la Figura 4.3, en el instante de su muerte, éste deja de
ejercer una resistencia en sentido contrario y, en consecuencia, la velocidad
aumenta en el sentido contrario.

Una vez pasado este instante inicial, la velocidad crece de forma estabi-
lizada hasta el instante de 210 segundos. En este instante, segtin se observa
en la representacion de la Figura 4.3, se observa un crecimiento de la base de
uno de los filopodios. Este movimiento puede ser debido, no sélo al filopodio,
sino a otros tipos de mecanismo que influyen en la célula. Este movimiento
parece ser un movimiento dirigido por los lamelipodios, los cuales son, co-
mo se ha dicho anteriormente, protusiones de la membrana en el borde de
la célula. También si lo comparamos con la Figura 4.4 del tiempo de unién
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Figura 4.3: Comparacion de la velocidad con la supervivencia para el Caso
2.

de los filopodios con la ECM, el filopodio 4 en ese instante se encuentra en
continua fase contractil, por lo que el enganche madura y se produce un tirén
mayor.

Finalmente, a partir del segundo 360 se observa como se estabiliza la velo-
cidad. Esto ocurre por la combinacién de movimientos que ejerce el filopodio
y el movimiento continuo de las adhesiones focales.

4.1.3. Caso 3.1

Dentro de este caso, el comportamiento es diferente a los anteriores ya
que, de siete filopodios, sélo sobrevive uno. Es interesante observar como
sobrevive del lado con menor nimero de filopodios.

Segun se observa en la Figura 4.5, la disminucion inicial de la velocidad
viene asociada al nimero de filopodios, por lo que, al morir todos y sélo que-
dar uno, la velocidad es mayor que si hubiese més filopodios contribuyendo
al movimiento. También se puede apreciar que el comportamiento inicial des-
pués de la muerte de los filopodios es similar al Caso 2. La velocidad crece en
el instante de t = 340 s aproximadamente. Este movimiento es similar al del
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Figura 4.4: Tiempos de uniéon del filopodio con la ECM para el caso 2.
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Figura 4.5: Comparacién de la velocidad con la supervivencia para el Caso
3.1.
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Caso 2, ya que, dentro del movimiento de la célula, influyen los movimientos
lamelipodiales mas que los de los filopodios.

4.1.4. Caso 3.2

[gualmente, se observa en la Figura 4.6 un decrecimiento pronunciado
de la velocidad hasta que mueren los cuatro primeros filopodios, posterior-
mente, por un pequeno intervalo de tiempo se puede ver el comportamiento
anteriormente descrito, en el que la velocidad decrece e intenta estabilizarse,
pero en este caso se produce la muerte de un filopodio mas. Este incremento
de velocidad repentino se atribuye a que dicho filopodio deje de ofrecer una
cierta resistencia en un sentido distinto al de los dos filopodios restantes vi-
VOS.

Después de la muerte de los cinco filopodios, se producen tres cambios re-
pentinos de velocidad, sobre 80 segundos, sobre 120 segundos y sobre 240
segundos.

_x107
A_" T T T T T
Velocidad
[ 17 filopodios vivos
41 [ 13 filopodios vivos| |
[ 12 filopodios vivos
w3
=
=
> 2
] - -

t) Il i Il Il
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Figura 4.6: Comparacién de la velocidad con la supervivencia para el caso
3.2.

Si se compara con el tiempo de uniéon de los filopodios con la ECM en la
Figura 4.7, se puede apreciar como el crecimiento de velocidad en el tramo
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entre 140 y 240 segundos, se atribuye a que el filopodio 7 entra en un estado
de constante conmutacion entre fase contractil y otras fases.

Filopodio 1
Fase contractil o e ] ] Filopodio 2

Filopodio 3
Filopodio 4
— Filopodio 5
L 1] [ 1 Filopodio 6
Filopodio 7

Fase contractil l

Fase contractil

0 200 400 600
tfs]

Figura 4.7: Tiempos de unién del filopodio con la ECM para el Caso 3.2.

4.1.5. Caso 4

En la Figura 4.9 se puede ver cambios repentinos de la velocidad en cier-
tos instantes. Estos cambios se deben a que el movimiento de la célula se
encuentra regido, principalmente, por un tunico filopodio, lo que hace que el
centro de la célula se mueva de una manera similar, incluyendo el resto de
movimientos que influyen. Por lo que, en la Figura 4.9 se observa las distintas
fases por las que pasa el filopodio, en las que los cambios bruscos se deben
a que el filopodio entra en fase contractil, el enganche madura y, posterior-
mente, se produce el desenganche para pasar a la fase de crecimiento. Para
observar esto mejor, a continuacién se encuentra la grafica que representa el
tiempo de unién del filopodio con la ECM en la Figura 4.8, en el que en los
instantes en los que se encuentra en fase contréctil, se observa un cambio de
velocidad. En los instantes en los que el tiempo de unién es minimo también
se observa un aumento de velocidad, pero no tan busco como, por ejemplo,
en el instante t = 250 s 6 t = 490 s.

En este caso, se puede observar, en la Figura 4.9 , el efecto de la muerte
del filopodio, ya que se produce un aumento de la velocidad y, al dejar de
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Figura 4.8: Tiempos de uniéon del filopodio con la ECM para el Caso 4.

ofrecer resistencia, se intenta estabilizar.
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Figura 4.9: Comparacion de la velocidad con la supervivencia para el Caso
4.
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4.1.6. Caso 5

En la Figura 4.10 se puede observar un aumento inicial de la velocidad
debida a la muerte de 4 filopodios y, a continuacion, otro cambio brusco
debido a la muerte del filopodio restante.
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Figura 4.10: Comparacién de la velocidad con la supervivencia para el Caso

d.

Después de esto, se observa en la Figura 4.10 una cierta estabilizacién en

la velocidad de la célula, ya que los filopodios que quedan vivos crecen en la
misma direccion.
Si se observa la Figura 4.11, sobre el instante t = 120 s, hay un cambio brusco
de la velocidad. Podria decirse que ambos filopodios comienzan a coincidir
en la fase contractil, ejerciendo, por lo tanto, una mayor fuerza. A su vez,
esto se traduce en una mayor velocidad.

Como se observa en la Figura 4.10, la fase contractil coincide en los filo-
podios que quedan vivos por lo que, a partir del instante t = 140 s hay una
ligera estabilizacion de la velocidad.
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Figura 4.11: Tiempos de unién del filopodio con la ECM para el caso 5.

4.1.7. Validacion de los resultados
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Figura 4.12: Comparacion del resultado de la velocidad para todos los casos.
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Comparando todas las velocidades segun la Figura 4.12, se concluye que,
a mayor numero de filopodios vivos, mayor velocidad de migracién de la
célula. Es decir, la velocidad incrementa en funcién del niimero de filopodios.
En el instante de t = 40 s, el pico de velocidad del Caso 1 supera al del
Caso 2. En ambos casos, se encuentra un filopodio en sentido contrario a los
restantes, mientras qué, en el Caso 1, hay tres filopodios restantes y, en el
Caso 2, son cuatro. Con lo cual, la resistencia que ejerce un unico filopodio
serd mayor con respecto a 3 filopodios que 4 y, como resultado, un incremento
de velocidad aparece en el Caso 1 con respecto al Caso 2.
Utilizando como base de apoyo [11], en el cual se ha estudiado la velocidad
del filopodio, se ha observado como la velocidad de la raiz del filopodio oscila
entre 0.003 um/s y 0.007 um/s. El orden de los resultados aqui obtenidos es
similar a los anteriormente descritos. En este trabajo, cabe destacar que se
ha estudiado la velocidad respecto al centro de la célula, por lo que, aunque
la velocidad no debe ser exacta, existe una gran similitud. Para ser mas
exactos, se ha comparado también con [13] en el que en la figura 6 de dicho
documento se especifica un valor aproximado de 0.0022 pum/s, con lo que
comprobamos que la magnitud de la velocidad obtenida concuerda con la
bibliografia utilizada.

4.2. Desplazamiento

En la Figura 3.2 se puede ver como el desplazamiento total en el Caso
2 es mayor que en el resto, lo que, a mayor numero de filopodios vivos y
orientados hacia la misma direcciéon, mayor velocidad y, por consiguiente,
mayor desplazamiento.
En la Figura 4.13, se muestra una ampliacién del instante inicial para una
vision mas profunda de lo que ocurre al principio. Se observa que, en la
mayoria, al principio ocurre un aumento de desplazamiento en poco tiempo.
Esto se debe a la muerte de filopodios mas temprana ya que, como se observa
en la supervivencia, muchos filopodios mueren en un tiempo similar, a los
26 segundos. Estas muertes, que ocurren al inicio, suelen ser en situaciones
enfrentadas, que hacen que, una vez mueren, no ejerzan resistencia en el
sentido contrario, por lo que comienzan a desplazarse en un tnico sentido
con menor esfuerzo.
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Figura 4.13: Comparacion de los desplazamientos para todos los casos en el
instante inicial.

4.3. Orientacion, supervivencia y unién del
filopodio con la ECM

4.3.1. Caso 1

En este caso, se observan cambios bruscos de orientacién. Esto se de-
be a que los filopodios se encuentran en situaciones aleatorias y en sentidos
contrarios que, a medida que van muriendo los filopodios y dejan de ofrecer
resistencia en un sentido distinto, la célula cambia de sentido hacia los filo-
podios que contintan tirando. En la Figura 4.14 se observan los cambios de
orientacion con respecto a la supervivencia de los filopodios.
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Figura 4.14: Comparacién de la orientacién con la supervivencia para el caso
1.

También es importante observar el tramo entre 260 segundos y 320 se-

gundos, en los que existen unos cambios muy grandes de orientaciéon. Para
ello, se ha comparado con la grafica del tiempo de unién del filopodio con la
ECM.
En la Figura 4.14 podemos ver como, en el instante de t = 260 s, el filopo-
dio 4 deja de estar en fase contractil y comienza la fase retractil hasta que,
finalmente, muere. Esto influye a la hora de la orientacién y es el instante en
el que empieza a dejar de ofrecer resistencia antes de la muerte.

4.3.2. Caso 2

En este caso, el mayor cambio de orientacion, comparando con la super-
vivencia, se experimenta en el instante en el muere el filopodio, a partir de
estos se estabiliza en la misma orientacion, ya que no existe ninguna muerte
mas. Solo existe un cambio de orientacién sobre el instante de t = 230 s.
Se puede atribuir, si se compara con la Figura 4.4 del tiempo de union del
filopodio con la ECM, en el que se observa como el filopodio 4 se encuentra
en constante fase contractil, lo que hace que el enganche madure y ejerza
mas fuerza en su direccién.
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Figura 4.15: Comparacion de la orientaciéon con la supervivencia para el Caso
2.

4.3.3. Caso 3.1
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Figura 4.16: Comparacion de la orientacién con la supervivencia para el Caso
3.1.
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Como se ve en la Figura 4.16, la orientacion se estabiliza después de la
muerte de los filopodios. Por lo que, al morir 6 filopodios a la vez, existe un
gran cambio de orientacion inicial, estabilizandose posteriormente.

4.3.4. Caso 3.2

En comparacién con la supervivencia, se ve en la Figura 4.17 que, al
morir inicialmente un numero alto de filopodios, se observa un cambio de
orientacion. En la muerte del siguiente filopodio, también se experimenta un
cambio de orientacién, pero menor al anterior. Una vez que mueren y sélo
queda uno, la orientacion se estabiliza, ya que solo queda un filopodio en
constante conmuntacién entre la fase contractil, retractil y de crecimiento.
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Figura 4.17: Comparacion de la orientacion con la supervivencia para el Caso
3.2.

4.3.5. Caso 4

El cambio de orientacion claro se experimenta cuando muere uno de los
filopodios. Se observa en la Figura 4.18, un cambio brusco porque, al tener
solo dos filopodios, la fuerza que ejerce el restante es muy parecida a la que
ejercia el filopodio muerto.
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Figura 4.18: Comparacion de la orientacion con la supervivencia para el Caso
4.

4.3.6. Caso 5
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Figura 4.19: Comparacion de la orientacién con la supervivencia para el Caso
5.

El resultado es similar al del Caso 3.2, ya que, inicialmente, muere un
numero alto de filopodios en comparaciéon con el total de todos ellos. La
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muerte del siguiente filopodio también influye en la orientacién, pero en me-
nor medida que la muerte de los anteriores. Esto se puede apreciar en la
Figura 4.19.

4.4. Variacion de la rigidez

4.4.1. Caso 2
Velocidad

En este caso, se observa también como se repite el patréon, ya que la
velocidad media disminuye a media que se aumenta la rigidez.
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Figura 4.20: Resultados de la comparaciéon de velocidades mediante la varia-
cion de la rigidez para el caso 2.

Orientacién

En la Figura 4.21 como la orientacién se mantiene constante para los dos
primeros valores, mientras que para el caso de E = 5-10°Pa existe un ligero
cambio en el instante t = 40 s, correspondiente a la muerte del filopodio.
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Ademés de para el caso de £ = 10 - 10°Pa en el que la variacién es ligera-
mente mayor a la anterior. Esto puede deberse a que, a mayor rigidez, menor
resistencia al movimiento, por lo que, mayor facilidad cambio de direccion.
Este resultado es el esperado, pero no concuerda con los resultados de la
velocidad, por lo que, seria interesante su estudio en trabajos futuros.
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Figura 4.21: Resultados de la comparacién de la orientaciéon mediante la
variacién de la rigidez para el Caso 2.(a) E = 1,25-10°Pa (b) E = 2,5-10°Pa
(c) E=5-10Pa. (d) E =10 - 10°Pa.
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4.4.2. Caso 4
Velocidad

Se observa en la Figura 4.22, a medida que aumenta la rigidez, la veloci-
dad media disminuye. Estos resultados obtenidos no han sido los esperados,
ya que, cuanto mayor es la rigidez de la matriz extracelular, mayor fuerza
de agarre para el filopodio, por lo que podria esperarse que aumentase la
velocidad. En este caso, podria tomarse como que, a mayor rigidez de la
matriz extracelular, mayor resistencia impuesta por la matriz, con lo cual,
menor velocidad. Respecto a la velocidad instantanea, se observa como, en
el instante de t = 90 s, a mayor rigidez, mayor velocidad inicial, con lo que
podria aplicarse lo anteriormente descrito. Es decir, una matriz extracelular
mas resistente hace que el filopodio se pueda agarrar mejor y tirar con una

fuerza mayor.
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Figura 4.22: Resultados de la comparacién de velocidades mediante la varia-
cién de la rigidez para el Caso 4.

Orientacién

En la Figura 4.23 se puede observar como la orientacién cambia para una
rigidez de £ = 10-10°Pa. En este caso podria entenderse como, al modificar
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las rigidez de la matriz extracelular, han cambiado sus caracteristicas, por lo
que, en el sentido en el que se movia, ha aparecido un aumento en la rigidez
microlocal. Eso aumenta la resistencia al movimiento y hace que al filopodio
le haya resultado mas sencillo continuar en sentido contrario.
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Figura 4.23: Resultados de la comparacién de la orientaciéon mediante la
variacién de la rigidez para el Caso 4.(a) E = 1,25-10°Pa (b) E = 2,5-10°Pa
(c) E=5-10Pa. (d) E =10-10°Pa.
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Capitulo 5

Conclusiones y trabajo futuro

5.1. Conclusiones

En este Trabajo Fin de Master se han estudiado distintas variables ci-
nematicas aplicadas a una célula, asi como un estudio sobre el efecto de un
cambio de rigidez en el entorno de la misma. Ademaés, se ha sabido que la
muerte de los distintos filopodios afecta a la orientacion con la que se mue-
ve la célula. Se ha podido observar como en todos los casos la velocidad
y la orientacion tienden a estabilizarse. Se ha observado como afectan las
distintas fases de penetraciéon de los filopodios al movimiento de la célula.
En el momento en el que un filpodio se encuentra en constate conmutacién
de fase contréctil a fase de crecimiento, la velocidad aumenta. Aplicando
la documentacién en la que se basa este proyecto, se ha podido ver como
efectivamente, el orden de magnitud de la velocidad concuerda con dichos
estudios. Con todo esto, las conclusiones finales son:

La velocidad obtenida con este modelo de migracion es de v,,, = 0,00173+
0,000884um/s.

La velocidad de migracion de una célula depende del nimero de filo-
podios activos en su migracion.

A mayor nimero de filopodios mayor velocidad, por lo que, un mayor
desplazamiento para un mismo tiempo.

La orientaciéon de la célula es dependiente de su geometria.
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= Los filopodios tienen distintos tiempos de muerte en funcion de la geo-
metria de la célula, pero existe un tiempo en el que la célula, en funcion
de su direccién de migracién, termina con la migracién en una direccion
particular.

5.2. Trabajos futuros

Los posibles trabajos futuros a raiz del presente Trabajo Fin de Master
son los siguientes:

= Estudiar por qué, al cambiar la rigidez de la matriz extracelular, la
velocidad no se comporta como el resultado esperado. Es decir, a mas
rigidez, mayor velocidad.

» Analizar posibles cambios de orientacion debido a cambios de rigidez
microlocal.

» Incluir cambios en la geometria de la ECM para comprobar cambios en
los eventos migratorios de la célula.
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