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1 Introduccion al contenido

1.1 Resumen

Se propuso un modelo tedrico de escala bidimensional que busca predecir la interaccion entre
una célula nerviosa en este caso un astrocito y un andamio de microfibras electrohiladas
orientadas de poli-e-caprolacona gelatina. El modelo parte de la importancia que tiene los puntos
de adhesién de la célula y como influencian esos puntos en la respuesta de todo lo demas, es
decir como influencian en la energia de interaccion, en los cambios morfolégicos de la célulay la
respuesta al esfuerzo que va a tener el andamio. El modelo se desarrollé de forma teorica,
teniendo en cuenta caracteristicas fisicas y mecanicas del andamio halladas de forma
experimental por diferentes autores y el comportamiento natural del astrocito. ElI modelo
propuesto se evalud en términos de sensibilidad a los parametros y los limites que se pueden
hallar en los mismos. El modelo dio informacion de la energia del astrocito en el proceso de
interaccion con el andamio. ElI comportamiento evidenciado por esta energia fue siempre
decreciente hasta que se estabiliz6. Ademas, se evalud y se evidencio como los factores del
andamio no tienen mayor influencia en el comportamiento de la energia, que va a estar siempre
determinada por la respuesta del astrocito a las caracteristicas del andamio y su proceso de
adhesion.

1.2. Abstract

A two-dimensional scale theoretical model was proposed that seeks to predict the interaction
between a nerve cell, in this case an astrocyte, and a scaffold of oriented electrospun microfibers
of poly-e-caprolacone gelatin. The model is based on the importance of cell adhesion points and
how these points influence the response of everything else, that is, how they influence the energy
of interaction, the morphological changes of the cell and the response to stress. that will have the
scaffolding. The model was developed theoretically, taking into account physical and mechanical
characteristics of the scaffold found experimentally by different authors and the natural behavior
of the astrocyte. The proposed model was evaluated in terms of sensitivity to the parameters and
the limits that can be found in them. The model provided information on the energy released by
the astrocyte in the process of interaction with the scaffold. The behavior evidenced by this energy
was always decreasing until it stabilized. In addition, it was evaluated and evidenced that the
factors of the scaffold do not have a major influence on the behavior of the energy, which will
always be determined by the response of the astrocyte to the characteristics of the scaffold and
its adhesion process.



1.3. Palabras claves

Modelo tedrico, interaccion, astrocitos, andamio, poli-e-caprolactoca, propiedades fisicas,
propiedades mecanicas.

1.4. Introduccidn

Los astrocitos son una célula nerviosa cuya influencia en el éxito de la regeneracion nerviosa se
ha demostrado en los ultimos afios (Cooper et al.,, 2011), su participacion en procesos de
regeneracion va tomando fuerza y su papel se hace relevante. De igual forma, tiene importancia
como este reacciona al ponerse en contacto con un material en especifico.

Los astrocitos sufren una serie de cambios, en su morfologia o0 comportamiento, ademas de que
su viabilidad celular puede verse realmente afectada por las propiedades que tenga al material
con el que se va a poner en contacto(Sadeghi et al., 2019).

Sin embargo, hasta el dia de hoy no hay una herramienta que pueda predecir esos cambios, o
que de informaciéon de como interactlan estos dos componentes. Tener una herramienta que lo
facilitara evitaria el desperdicio de material y tiempo en andamios que no cumplen con las
caracteristicas especificas que requiere un entorno tan complejo como lo es el sistema nervioso
(Zhang et al., 2018). Es por lo que en este trabajo se busca proponer un modelo fisico quimico
de la interaccion astrocito-biomaterial empleado como andamio en la regeneracién del sistema
nervioso.

El modelo dara informacion de la energia de interaccién que se da entre el astrocito y el
biomaterial, permitiéndole al usuario tener una idea de cuan exitosa sera la interaccion antes de
llevar la situacion a una realizacion experimental. El modelo es una herramienta para quienes
han entendido la importancia de los astrocitos, y el éxito que la regeneracion puede tener si se
da una interaccién exitosa entre ellos y el andamio.

Este documento parte de la identificacion de un problema de la carencia con ayuda de una ardua
revision bibliografica, se plantean las ecuaciones. Luego se lleva a cabo la metodologia,
proponiendo un modelo que cumpla con los requerimientos ya planteados y ofrezca informacién
sobre la energia que proviene del astrocito y responde al proceso de adhesion, el cual se ve en
los resultados, estos mismos se analizan, y se llega a las conclusiones sobre como influye cada
variable considerada en la respuesta del modelo.
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2.1. Planteamiento del problema

En el mundo actualmente mas de un millon de personas tienen afectaciones en el sistema
nervioso. Esto puede deberse a diversas causas, entre ellas se encuentran las lesiones
traumaticas causadas por algun tipo de accidente en cualquier parte del sistema; enfermedades
neurodegenerativas o trastornos en el desarrollo neurolégico. A pesar de su relevancia no se
cuenta con tratamiento efectivo para la mayoria de los casos (Zhuang et al., 2017).

La ingenieria de tejidos ha tenido un alto impacto en los Ultimos afios gracias a los enfoques
prometedores que ofrece en la reparacion de los defectos en diferentes tejidos, entre estos, el
nervioso. Para este fin, se requiere la fabricacién de andamios que interaccionan con la células
para promover el desarrollo de tejidos(Kennedy et al., 2016). Mediante caracteristicas Unicas de
los andamios que imiten las propiedades de la matriz extracelular, para el cultivo de células
especificas, segun la regeneracion deseada (Kharaziha et al., 2013). Los andamios tienen la
funcidn de soportar las células y de brindarles a las mismas las condiciones necesarias para que
crezcan, proliferen e interactden entre ellas para conseguir asi una regeneracion exitosa (Zhang
et al., 2018). En particular, los andamios utilizados para reparar células nerviosas, ademas de
cumplir con los requisitos convencionales como biocompatibilidad, alta porosidad y
biodegradabilidad, deben cumplir otras mas especificas que promuevan la proliferacién celular
nerviosa, como lo es la integridad mecanica para mantener una via de sefializacion sin
obstaculos, proporcionar contacto para la migracion celular, entre otras (Cooper et al., 2011). A
su vez, las células ejercen fuerzas sobre la matriz y remodelan su estructura a lo largo del
desarrollo del tejido(Kennedy et al., 2016).

La regeneracion se estudia ampliamente a través de andamios bidimensionales (2D) y
tridimensionales (3D). Las investigaciones en 2D son populares y exitosas, particularmente en el
crecimiento de la célula, la supervivencia y formacion de sefiales fisicoquimicas. Mas, sin
embargo, son generalmente inadecuados debido a las insuficientes interacciones célula-célula 'y
célula-matriz extracelular. En contraste, los andamios 3D para el cultivo de las células,
establecidos artificialmente proporcionan un entorno mas complejo y tienden a ser mas
informativos y predictivos sobre la interaccion (Zhuang et al., 2017). La interaccion de las células
con los biomateriales es fundamental para la proliferacion y diferenciacion celular. Diversas
sefiales bioquimicas (factores de crecimiento, farmacos) o biofisicas (Estrés / tensioén, campo
magnético, campo eléctrico) estan involucradas en la interaccion célula-biomaterial, que regula
dinamicamente los comportamientos celulares (Meng et al., 2019). Estudios anteriores
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han demostrado que las interacciones de las células con los andamios pueden verse
influenciadas por las propiedades mecanicas de los andamios, y que las sefiales mecéanicas se
pueden utilizar para regular los comportamientos celulares como la migracion celular, la
proliferacion y la diferenciacion(Ning et al., 2016).

Los biomateriales tienen la particularidad de imitar la matriz extracelular natural, sin embargo, no
se tiene claridad de cémo las sefales fisicas (topografia) y quimicas influencian la respuesta de
las células neuronales, lo que lleva a no obtener los andamios con las propiedades requeridas
(Sergi & Cavalcanti-Adam, 2017), para aportar en la posible obtencién de un tejido que funcione
en la regeneracion de sistema nervioso central. Por lo tanto, el problema central como se
evidencia en el arbol del problema es la falta de herramientas que permitan obtener andamios
donde se favorezca la interaccion con los astrocitos, ya que no hay forma de entender esta
relacion enfocada en sistema nervioso central.

Este problema, presentado en el arbol tiene varias causas entre esas, que para poder
comprender la relacion que esta ocurriendo entre el andamio y el astrocito es fundamental tener
en cuenta una integracion de los diversos comportamientos tanto de la célula como del
biomaterial, y no usar técnicas que pretenden tener en cuenta una sola caracteristica del
biomaterial, sea su comportamiento mecanico, composicién quimica, o caracteristicas fisicas
(topografia), para determinar el comportamiento celular, porque este tipo de técnicas dejan fuera
un gran numero de variables que también pueden influenciar o limitar el comportamiento real que
va a tener la célula en el biomaterial (Zhang et al., 2018).

Por otro lado, no comprender la interaccion produce discrepancias entre el andamio deseado y
el obtenido (Stogsdill & Eroglu, 2017)(Melacon et al, 2017). Muchas veces el andamio que se
obtiene no tiene las propiedades deseadas y esto lleva a que sea necesario repetir el proceso,
puesto que lo que se busca es favorecer el desarrollo celular (proliferacion, viabilidad, etc), para
asi a largo plazo promover la regeneracion nerviosa; pero para que este desarrollo celular sea
correcto, el ambiente debe tener las caracteristicas ya mencionadas en pro de las necesidades
de la célula.

Otra de las causas también expuestas en el arbol es que el estudio de las caracteristicas esta
basado en ensayos de prueba y error. Estas caracteristicas son importantes, ya que limitan la
arquitectura que debe ser adecuada para que las células crezcan, proliferen y sean viables para
la formacion de tejidos(Zhang et al., 2018). Y no existe actualmente una forma de tener un
acercamiento preciso a la determinacion de estas caracteristicas, y a la comprension de la
influencia de las misma en la respuesta celular, lo cual lleva a que el desarrollo de tejidos sea un
proceso incierto, donde el éxito o el fracaso de un andamio con caracteristicas adecuadas no se
llega a comprobar sino hasta su implementacion experimental (Sergi & Cavalcanti-Adam, 2017).

Es por esta serie de motivos, que entender la interaccion entre el andamio y el astrocito, se vuelve
fundamental en ingenieria de tejidos enfocada en regeneracion de sistema nervioso. Con apoyo
de herramientas computacionales que permitan simular la interaccién entre el andamio y el
astrocito y asi a largo plazo el desarrollo de mejores andamios, lo que significa a su vez el
desarrollo de esta area de estudio.

2.2. Arbol del problema

A continuacién se muestra el arbol del problema, en el cual se pueden identificar nuestro
problema central, sus causas y consecuencias 2-1.



2.2 Arbol del problema
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Figura 2-1: Arbol del problema [Autoria propia]




2.3. Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Proponer un modelo fisico y quimico de la interaccion astrocito-biomaterial empleado como andamio
en regeneracion de sistema nervioso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Diseflar el modelo a partir de variables criticas del biomaterial que influencian el
comportamiento del astrocito.

= Construir el modelo en un software que permita la prediccidon de la interaccién astrocito-
biomaterial.

= Evaluar la sensibilidad y confiabilidad de los parametros fisicos de interaccion en los
resultados del modelo.
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2.4, Justificacion

Los biomateriales se pueden usar en la regeneracion de diversos tipos de tejidos como tejidos
del sistema nervioso, blandos, cardiacos y éseos (D’Amore et al., 2014). Dependiendo de la
aplicacion de este, es decir del tejido especifico que se desee regenerar, se busca una serie de
propiedades que contribuya a que la regeneracion se dé de forma efectiva. La capacidad de
producir biomateriales fibrosos abre nuevas oportunidades en la medicina regenerativa (Cooper
et al., 2011), esto motiva el desarrollo de estrategias de caracterizacion mas avanzadas y a la
vez para entender la influencia de estos materiales en el desarrollo celular.

Los materiales compuestos por fibras tienen una serie de caracteristicas fisicas en funcién de
pardmetros geométricos cuantificables, como las intersecciones de fibra, conectividad,
orientacion y diametro, estas caracteristicas tienen una influencia en la mecanica del material y
a su vez en la respuesta celular cuando interactian (D’Amore et al., 2014).

Los andamios estan disefiados para imitar las propiedades de la matriz extracelular del tejido
objetivo para guiar la regeneracion y reparacién de los tejidos. Cuando las células se introducen
en el andamio, el desarrollo del tejido es impulsado, en gran parte, por las interacciones a
microescala entre las células y la matriz (Kennedy et al., 2016).

El semillero de investigacion de Biomateriales de la Universidad El Bosque, ha centrado sus
actividades en tres lineas: biosensores y bioreceptores, liberacién controlada de farmacos y
biomateriales para la regeneracion de tejidos. En esta Ultima se han propuesto desarrollos de
biomateriales para regeneracion en tejidos blandos, 6seos y Ultimamente nervioso. Los recursos
del semillero son limitados y deben aprovecharse de la mejor manera, es por esto por lo que se
busca desarrollar proyectos que hagan mas eficiente el uso de estos recursos en pro de las
lineas de investigacion. Es asi como para la regeneracion de sistema nervioso, nace la idea de
encontrar herramientas que permitan fabricar andamios que tengan mejor respuesta con el
sistema nervioso asi, poder predecir como ocurriria la interaccién entre el andamio y la célula sin
llegar a gastar en materiales y el tiempo en andamios que resulten no aptos para el sistema
nervioso, ya que para este se ha demostrado unos requerimientos especificos, mejorando asi la
eficiencia en la produccion de andamios y de la regeneracion en si.

Los grupos de investigacién que se dedican a la regeneracion de sistema nervioso central han
evidenciado la importancia de la topografia de los diversos biomateriales usados en este campo.
En particular se ha visto que las fibras alineadas sirven para soportar la adhesion y aumentar la
proliferacion celular, ademas que guia la restauracion de la unién entre las células, influenciada
por la orientacion de la fibra (Cooper et al., 2011).

Los andamios biomiméticos exhiben una naturaleza compleja, donde cada propiedad tiene una
influencia en la otra. Un ejemplo de esto es la elasticidad o rigidez que se cuantifica por el médulo
de Young, que relaciona la tension y la deformacion, estas pueden deberse en el andamio, por
ejemplo, a una célula que empuja contra una fibra para iniciar migracion o cargas fisiol6gicas
como la presion hidrostatica. En los andamios fibrosos, las fibras (puntales) pueden sufrir tension,
compresion, y flexion, dependiendo de las tracciones inducidas por células. En estos casos,
también es util cuantificar el médulo de flexion de las fibras que depende de la geometria,
alineacion, asi como de la composicién quimica del material y de los componentes adicionales
(factores de crecimiento, reticulantes, entre otros) en el mismo (Kennedy et al., 2016).
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El ejemplo anterior, es una sencilla forma de comprender la relacién entre los diversos factores
del andamio, y como estos tienen influencia en el comportamiento celular, sin dejar de lado el
comportamiento de retroalimentacion cerrada, donde el comportamiento celular también esta
teniendo una influencia constante en el biomaterial. Viéndolo asi, la complejidad de la interaccién
célula- biomaterial no permite su comprension a simple vista, o tomando en cuenta una sola
caracteristica, si se quiere obtener el resultado deseado, o una prediccion fiable de este
comportamiento.

En Colombia los recursos invertidos por entidades publicas y privadas no son suficientes para
las necesidades y desafios que presenta la investigacion, desarrollo e innovacién en
tecnologias(Nieto Gémez & Giraldo Diaz, 2015). Se sabe que existen 12 grupos de investigacion
dedicados a la ingenieria de tejidos en el pais, de los cuales solo uno trabaja regeneracion
enfocada a sistema nervioso (Ramirez & Ayala, 2016). Este déficit en investigacion y el gran
namero de personas afectadas por lesiones en sistema nervioso, crea la necesidad de desarrollar
tecnologia, que permita el aprovechamiento de los pocos recursos. Por lo tanto, un desafio
central esta en volver los procesos de produccion de tejidos, que generalmente se basan en
practicas de laboratorio, en técnicas apropiadas que sean reproducibles, segura, efectivas y
econdémicamente aceptables(Nieto Goémez & Giraldo Diaz, 2015). Para poder obtener un
andamio que ofrezca las propiedades necesarias es importante comprender las caracteristicas
propias del mismo y del ente biolégico con el que va a tener contacto directo, en este caso se
vuelve fundamental entender la interaccion entre el andamio y el astrocito.

Los diferentes estudios han demostrado que la interaccién entre la célula y el andamio es
cuantificable, esta cuantificacion es significativa para la ingenieria de tejidos, particularmente
para determinar la influencia del andamio en el desarrollo de las células. Al contar con modelos
gue proporcionen informacion sobre la interaccién entre el andamio y la célula es probable
estudiar esta antes de llevar el andamio a un nivel experimental, de forma que cuando se haga
la experimentacion se obtengan los resultados deseados (Dado & Levenberg, 2009). La falta de
modelos hace que el proceso de eleccién de un andamio que tenga una respuesta positiva en el
desarrollo de la célula sea lenta y costosa, pues requiere de mdultiples pruebas de laboratorio
variando las caracteristicas fisicas del andamio, y observando la respuesta de la célula ante estas
caracteristicas. Cada prueba de por si es costosa, y ademas tiene el riesgo de ser fallida, lo que
implica una perdida monetaria para los investigadores, ademas de que el tiempo que se tardan
fabricando cada andamio fallido retrasa las diversas investigaciones (Zhang et al., 2018).

La realizaciébn de un modelo es compleja, requiere de una comprension a profundidad del
contexto, del manejo del lenguaje matemético y del manejo de software para llevarlo a la
computacion. Es este requerimiento de capacidades lo que permite que un bioingeniero haga el
desarrollo de un modelo que describa la interaccion del astrocito y el andamio, porque un
bioingeniero puede comprender el sistema bioldgico, entender las propiedades fisicas y quimicas
del andamio, descubrir la relacion que hay entre ambas y llevarlos a un lenguaje matematico,
para poderlo implementar posteriormente en un software que modele la interaccion y de una
respuesta que pueda dar informacion del contexto.

Por esto se propone desde la bioingenieria desarrollar un modelo computacional que sirva para
comprender la interaccion entre el biomaterial y los astrocitos, de forma que se tengan en cuenta
las caracteristicas fisicoquimicas que a su vez influencian el comportamiento mecanico del
material y regulan el comportamiento celular.



Cabe aclarar que, aunque los modelos que involucren comportamiento celular se pueden realizar
teniendo en cuenta diversas caracteristicas, como la protedmica, gendmica, sus procesos
metabdlicos, entre otras; el modelo que se va a desarrollar se enfocara Unicamente en la
interaccion de la célula con el andamio, proporcionando informacion de la energia involucrada
en la interaccion molecular de las superficies, sin analizar los cambios que esta interaccion pueda
tener en la célula. Ademas, el modelado de esta interaccion tendra como punto de partida, las
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caracteristicas fisicas del andamio, y algunas propiedades quimicas fundamentales para la
interaccion como la naturaleza hidrofilica o hidrofébica del material, y caracteristicas de la linea
celular, astrocitos, como su morfologia, tasas de proliferacién y demas, todos los datos seran
obtenidos Unicamente por revisién bibliografica.

Este modelo tomando conocimientos desde la fisica, la quimica, la mecénica, la biologia e
integrando todo eso en las matematicas y la programacion, abre las puertas a herramientas que
solo son posibles de desarrollar por bioingenieros con la capacidad de entender el contexto y de
llevarlo a otro tipo de lenguaje. Herramientas como esta, han demostrado mejorar la eficiencia
de diferentes procesos. El uso de modelos predictivos, facilitan la compresion de un fenémeno
que resulta fundamental en términos de la regeneracién como lo es la respuesta de los astrocitos
en algun andamio. Modelos como este, ho se han desarrollado con la especificidad con la que
se trabaja en este proyecto.

2.5. Estado del arte

Los modelos en ingenieria de tejidos se pueden enforcar en diversos aspectos para predecir los
comportamientos celulares y del desarrollo de los tejidos. El interés es en regeneracion de
sistema nervioso, especificamente en la interaccion entre el andamio y los astrocitos. Los
modelos en este aspecto no existen con la especificidad requerida. En sistema nervioso se han
presentado algunos estudios, como uno donde se establece un modelo matematico que simula
el crecimiento nervioso en un conducto nervioso, virtualmente construido que incorpora multiples
gradientes de concentracion del factor de crecimiento (NGF). Usando un algoritmo genético, Se
ha obtenido perfiles iniciales optimizados de NGF capaces de lograr 4,5 cm de crecimiento
guiado con una tasa de crecimiento significativamente mejorada. El modelo también predice una
relacion inversa entre el coeficiente de difusién del factor y la tasa de crecimiento de neuritas.
Este modelo proporciona una herramienta Gtil para evaluar varios disefios de conductos antes
de la fabricacién y evaluacion. Utilizaron modelos matematicos para simular el crecimiento guiado
dentro de un conducto nervioso construido virtualmente inmovilizado con NGF. Se determina el
perfil inicial de NGF dentro del conducto que conduce a una tasa de crecimiento guiada
optimizada en las células PC12. También investigamos el efecto del coeficiente de difusion de
NGF, que determina qué tan rapido decae el gradiente, sobre la tasa de crecimiento guiada.
Tanto el perfil inicial como el coeficiente de difusion representan parametros de disefio
importantes para fabricar conductos nerviosos reales en alguna fecha futura(Se et al., 2007).

A continuacion, se presentan el desarrollo de otros modelos, que, aunque no se enfocan en
sistema nervioso, tienen en cuenta algunas caracteristicas fisicas y mecanicas del andamio, que
como se ha hablado a lo largo de este documento regulan el comportamiento celular, ademas
los mismos sirven de base para entender la naturaleza que puede tener un modelo.

Se ha visto como el uso de simulaciones por computadora, investiga mecanismos de migracion.
Se presenta un modelo computacional que explica la deformacion elastica y las fuerzas de la
matriz extracelular, una corteza celular activa y un nucleo, y las fuerzas hidrodinamicas y el flujo
del fluido extracelular, el citoplasma y el nucleoplasma. Se encontrd que las relaciones entre tres
parametros mecanicos: la fuerza contractil de la corteza, elasticidad nuclear y rigidez de ECM:
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determine la efectividad de la migracion celular a través de la densa matriz extracelular(Maxian et
al., 2020).

En otro se presenta un modelado computacional para caracterizar las propiedades mecanicas del
biomaterial tipo gell 3D, especificamente, el andamio de alginato 3D encapsulado con células. La
no linealidad inherente al alginato y las variaciones que surgen de cambios minimos en su
concentracion y viscosidad hacen que la evaluacion experimental de sus propiedades mecéanicas
sea una tarea desafiante y que consume mucho tiempo. Desarrollaron un modelo in silico para
determinar la relacion tension-deformacion del alginato. En particular, compararon el modelo
hiperelastico de Ogden con otro modelo de material hiperelastico y determinaron que este modelo
era el mas adecuado para caracterizar el comportamiento no lineal del alginato.

Se desarroll6 un modelo computacional de acumulacién de matriz extracelular en un andamio
sembrado de células, basado en un sistema continuo de reaccion-difusion con inclusiones no
homogéneas que representan células individuales. Los efectos de la porosidad en los resultados
del tejido disefiado se explican mediante el uso de variables de mezcla que capturan la dinAmica
espaciotemporal de los componentes del sistema unidos y no unidos. Los constituyentes no unidos
son los nutrientes y la matriz extracelular no unida, mientras que los constituyentes unidos son el
andamio y la matriz extracelular unida. EI modelo de enlace delinea la unién de los constituyentes
de la matriz a la matriz extracelular unida existente o al andamio. Se observan alteraciones
significativas en la acumulacion espaciotemporal de la matriz unida cuando, entre el conjunto de
todos los parametros del modelo, solo se varia la porosidad inicial del andamio. EI modelo
presentado en ese documento propone una metodologia para investigar el acoplamiento entre la
biosintesis mediada por células y la unidn de la matriz extracelular en andamios porosos sembrados
de células que tiene el potencial de ayudar en el disefio de construcciones Optimas de cartilago de
ingenieria tisular (Olson & Haider, 2019).

La ingenieria de tejidos ha entendido la necesidad de modelos que investiguen las interacciones
entre la dinamica celular y el microambiente local. Un ejemplo se da donde utilizan un marco discreto
para capturar el comportamiento individual de las células, modelando experimentos donde las
células se siembran en un andamio poroso o hidrogel y en el transcurso de un mes, el andamio se
degrada lentamente mientras las células se dividen y sintetizan los componentes de la matriz
extracelular. Se utiliza un enfoque fenomenoldgico para capturar un perfil continuo para el andamio
degradante y la matriz de acumulacion, que luego cambiara la porosidad local en toda la
construccion. Parametrizaron el modelo haciendo coincidir primero el recuento total de células en
la construccion con los condrocitos sembrados en un andamio de acido poliglicélico. Investigaron,
ademas, la influencia de la porosidad inicial del andamio en el recuento total de células y los perfiles
espaciales de células y la construccion de la matriz extracelular. El marco de modelado desarrollado
puede extenderse facilmente y puede usarse para identificar andamios 6ptimos y condiciones de
cultivo que conducen a una distribucion deseada de matriz extracelular y recuentos de células en
todo el constructo (Cassani & Olson, 2020).

Los modelos en el aspecto biologico tienen una mejor respuesta cuando se hace una integracion
de varios modelos, un ejemplo de esto es la realizacion de un modelo integrador de FE (elementos
finitos) para analizar el efecto del proceso de degradacion acelerada dependiente del tiempo y el
cultivo de células hOB en el comportamiento mecénico del implante PCL / andamio HAPcla e in situ



10 2 Cuerpo principal

en defectos 6seos de tamafio critico. El modelo FE se construy6 utilizando elementos tetraédricos
de 1,5 mm. La longitud del elemento era la misma que el tamafio de la superficie en el modelo FE
de PCL / in situ HAPclay. EI nimero total de nodos y elementos del modelo FE fue de 7,133 y
36,037, respectivamente. Los parametros de material dependientes del tiempo utilizados en las
simulaciones de FE se obtuvieron de la integracion de la respuesta de tension-deformacion del
modelo de FE predicho de los andamios PCL / in situ HAPclay y la funcion de degradacion
propuesta.

Finalmente, se informaron las respuestas de tensién-deformacion para las simulaciones FE del
andamio del implante en defectos 6seos de tamafio critico. EIl modelo FE se realizdé con el Marc /
Mentat 13.0 (Sharma et al., 2017).

Luego de realizada una blsqueda mas especifica de modelos que sirvieran como base para el
desarrollado en este trabajo, se obtienen modelos que resultan en la base del proyecto a realizar.
Para empezar, se analizé un modelo de autémata celular de desarrollo de sistema éseo, en él se
simulaba el proceso de mineralizacién realizado por los osteoblastos en una serie de pocillos donde
fueron cultivados. Los investigadores hacen los ensayos in vitro y la simulacion. Validan la
simulacion por evaluaciéon de permutaciones del porcentaje de mineralizacién en cada pocillo,
comparando el porcentaje obtenido tanto en el modelo como en el ensayo experimental (Van Scoy
et al., 2017).

En este articulo, establecen una serie de parametros para el modelo que se resumen en la tabla 1.
Como se ve en tal tabla el comportamiento del modelo esta definido por Unicamente dos funciones
matematicas, la primera define el lugar inicial donde se va a hacer la mineralizacion. Este lugar esta
determinado por un numero aleatorio de una serie gue tiene una distribucién gaussiana y la
desviacion estandar natural de los osteoblastos. La segunda funcién estd determinada por el
comportamiento natural del sistema Oseo, donde los lugares con presencia cercana de
mineralizacién son los que tienen mayor probabilidad de generar mineralizaciéon. Esto lo pasan al
lenguaje matematico al hacer una comparacion de la media de porcentaje de mineralizacién de toda
la matriz, con la de los vecinos de un sitio especifico.

Tabla 2-1. Parametros utilizados en el modelo CA (Van Scoy et al., 2017).

Paso Funcion Variables Explicacion
t=0 I=[ini|r(] ini=[(,001*M*N)} NuUmero inicial de sitios de
| nimero de sitios mineralizacion
iniciales de MxN Dimensiones de la matriz
mineralizacion. R NUmero generado aleatoriamente
r~N (b,1)
b=[(,001*M*N)] 0,1% de los sitios iniciales
=1 Si xa>A A Mineralizacién media de barrio
a P
t=26 B(I’J’t)_BI(I’J’t)+ g & A Mineralizacidon media de toda la matriz
else
B(i,j,t)=B(i,j,t) x~|N(8,8)| Mineralizacion del sitio depende del
barrio
y~U(0,1) Cantidad de mineralizacion

No es negativo
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Otro de los modelos que se analizaron fue un modelo de automatas celulares de tipo estocéstico
en él, modela el crecimiento de neuro esferas. Este modelo es un modelo lineal, de relaciones y
ecuaciones sencilla. Se representa en el diagrama de la figura 2-2.

Este modelo sigue una naturaleza lineal, cada célula se representa con una celda, y se analiza
varios microestados para cada una de las celdas de la matriz de acuerdo con las reglas que rigen
este comportamiento. El modelo esta compuesto por varios microestados y limites de contorno, y la
matematica esta ligada a la probabilidad de cada microestado de ocurrir.

Por dltimo, se estudié un modelo de una naturaleza diferente, un modelo celular tipo potts, que
estudia la dindmica celular en la formacién de micropatrones (Albert & Schwarz, 2014), este modelo
deja de ser lineal y parte de un modelo laplaciano. Sus relaciones (figura 2-3) se basan en las
tensiones que se ejercen entre el micropatron y la célula, su construccion se hace de forma
progresiva.

Este modelo a diferencia de los otros, no representa una célula en una celda de matriz sino que
toda la matriz viene a representar el micro patrén que busca llegar a estar cubierto por la célula.

Initialization
Stem cell (symmetric or asymmetric division)
Progenitor cell (symmetric division)
tnal tetear Amax Lx by

Iy
Stem cell ' Progenitor cell

N=4 [ How many neighboring lattices (N) are
occupied by other cells?

i
]

N<4 H N<4
Skip cell cycle ;
i

Immmmmmmm e -’[ Mitosis with probability P, ]‘ ----------- o

I
Stem cell l i Progenitor Symmetric (1 = Pyearn)

Symmetric
division

Symmetric or

2 stem cells asymmetric division — cell division
ear lattice
Asymmetric division Asymmetric division position (x.y) P 2 cells
with (1 —Py,.) with Py T Yes
1 dead cell + 1 cell
1 stem cell and 1 stem cell and Dead cell Dead cell
1 progenitor cell ldeadcell —— | | teqr F€ached? ——| Isd,,, reached?
No Yes No

Dead cell occupies X . X
: o Differentiated  Progenitor
lattice position (x,y)
cell(s) cell(s)

Figura 2-2. Diagrama modelo de autdomata celular del crecimiento del neuro esfera (Sipahi &
Zupanc, 2018).
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Figura 2-3. Diagrama de modelo celular tipo potts de micropatrones.




3 Marco de referencia

El sistema nervioso se compone de dos partes, el sistema nervioso central y el periférico. El central
recibe la informacién del medio y coordina las actividades y comportamientos del organismo.
Mientras que el periférico se encarga de conectar el central con las extremidades y los 6rganos,
sirviendo como trasmisor de comunicacion. El dafo en el sistema nervioso, debido a enfermedad,
trauma o vejez puede conducir a déficit funcionales o de comportamientos (Sakaguchi, 2016).

El sistema nervioso central (SNC) estd compuesto principalmente de: el cerebro y la médula espinal.
Lo componen células nerviosas, neuronas y unas células especiales de soporte, células gliales,
estas componen el 90% del SNC. Las neuronas son las reponsables de las funciones exclusivas
del sistema nervioso, mientras que las gliales apoyan y protegen las neuronas (Brodal & Brodal,
2016; Yao et al., 2018).

3.1. Células del sistema nervioso

Las neuronas son células eléctricamente excitables encargadas de conducir los impulsos eléctricos
a otras neuronas o células del cuerpo, como respuesta a una variedad de estimulos. Participan en
la transmision sindptica y el procesamiento de la informacién. Las caracteriza su capacidad de
responder a los estimulos a través de impulsos nerviosos, que viajan por el axén en un corto rango
de milisegundos (Brodal & Brodal, 2016) .

Por otro lado, las células gliales se dividen en dos categorias, la macroglia y la microglia. La
macroglia esta formada por oligodendrocitos, astrocitos, células NG”+ y células ependimales. La
microglia viene de células mieloides monociticas y son los macréfagos residentes del SNC (Mathey
et al., 2010).

Los oligodendrocitos, su organizacion y estructura son esenciales para un sistema nervioso
funcional ya que producen la mielina en el SNC que proporciona aislamiento para los axones,
haciéndolos responsables de la velocidad de propagacion de informacion. Son socios activos de las
neuronas (Michopoulos et al., 2018; von Bernhardi et al., 2016).

Segun su morfologia y algunos estudios inmunohistoldgicos, existen dos tipos de astrocitos: tipo
Las microglias son las células inmunes del SNC, corresponden a la defensa del cerebro, son
responsables de la proteccidn contra factores patdgenos (von Bernhardi et al., 2016).

Los astrocitos son células gliales en forma de estrella que construyen la microarquitectura del
sistema nervioso central. Son las células mas numerosas de la glia y las mas diversas en el SNC.
Se encargan de una gran variedad de funciones, crean el ambiente cerebral, mantienen la
homedstasis cerebral, controlan el desarrollo de células neuronales, y proporcionan defensa
cerebral (Mathey et al., 2010;Yao et al., 2018).
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Segun su morfologia y algunos estudios inmunohistolégicos, existen dos tipos de astrocitos: tipo
1y tipo 2. Los astrocitos tipo 1 se desarrollan a partir en la sustancia blanca, se caracterizan por
la presencia de numerosas fibrillas en su citoplasma. Los astrocitos tipo 2, se encuentran en la
materia gris y derivan de células progenitoras bipotenciales (Yao et al., 2018).

Los astrocitos son células con una apariencia similar a una estrella (figura 3-1), tiene varios tallos
gue se originan en el soma, aunque exiten otras morfologias. Una caracteristica morfolégica
arquetipica de los astrocitos es su expresion de filamentos intermedios, que forman el
citoesqueleto (Kettenmann & Verkhratsky, 2016).

Figura 3-1: Morfologia de los astrocitos.(Morfologia-Electiva TEJIDO NERVIOSO Dr. Ariel D.
Quiroga Electiva ppt video online descargar, n.d.)

Figura 3-2: Astrocitos. Escala 50 pm.(Testen et al., 2020)

Los astrocitos tipo 1, es decir los fibrosos, tienen tallos largos (hasta 300um) pero mucho mas
sencillos. La densidad de los astrocitos fibrosos es de alrededor 200,000 células por mm?® .Los
astrocitos tipo 2, protoplasmaticos tienen muchos tallos finos (en promedio ~ 50 um de largo),
gue son extremadamente elaborados y complejos. Los tallos de los astrocitos protoplasmaticos
contactan los vasos sanguineos, formando los llamados pies terminales perivasculares, y forman
multiples contactos con las neuronas. La densidad de astrocitos protoplasmaticos en la corteza
varia entre 10,000 y 30,000 por mm? (Kettenmann & Verkhratsky, 2016).
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3.2. Regeneracion nerviosa

Las lesiones del sistema nervioso afectan a méas de mil millones de personas en todo el mundo, con
6,8 millos de muertes como resultado cada afio (Papadimitriou et al., 2020).

Las lesiones en el SNC a menudo conllevan complicaciones muy graves, que incluyen
enfermedades neurodegenerativas y dafios fisicos en el cerebro y la médula espinal, en gran
medida estas lesiones son intratables (Lee et al., 2016).

La regeneracion nerviosa busca reparar, reemplazar y regenerar tejidos neuronales, afectados por
alguna enfermedad, lesion o el proceso de envejecimiento. La idea de las terapias es restaurar la
funcién del sistema nervioso central. Una razén principal para la ausencia de una capacidad
regenerativa prominente en el SNC adulto reside en el entorno glial. Debido a que los
oligodendrocitos junto a los astrocitos, producen moléculas inhibidoras en el sitio de la lesion que
suprimen la regeneracion y el restablecimiento de la funcién (Sakaguchi, 2017).

Todas las células se ven involucradas en este proceso; se ha comprobado que la muerte o
supervivencia de los astrocitos afecta el resultado de la regeneracién a través de los efectos sobre
la neurogénesis y reorganizacion celular (Yao et al., 2018).

Se ha demostrado en diversos estudios que los astrocitos pueden soportar el crecimientos de
neuritas y reducir las cicatrices después de una lesiéon cerebral. Se espera ademas la formacién de
puentes de astrocitos, ya que estos podrian promover la regeneracién del axén en adultos(Yao,
2018). Estas funciones le dan un papel fundamental en la regeneracién del sistema nervioso central.

3.2.1. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejido neuronal integra células, biomateriales y técnicas de fabricacién en 3D para
tratar las lesiones nerviosas. En la ingenieria de tejidos enfocado en tejidos nerviosos, se usa un
andamiaje neuronal artificial que busca reemplazar la zona afectada y eventualmente restaurar la
funcién nerviosa. Se tiene gran interés en la fabricacion de andamios con una arquitectura espacial
altamente controlada para cumplir con los requisitos especificos del paciente, lo que lleva a explorar
técnicas de fabricacion que permitan ese control, entre ellas se ha despertado gran interés en la
bioimpresion 3D(Lee et al., 2016).

Los andamios para regeneracion nerviosa deben cumplir con ciertas caracteristicas: la superficie
debe permitir una excelente adhesién y proliferacion celular; los andamios deben tener una alta
biocompatibilidad, baja citotoxicidad e inflamacion in vivo; buena tasa de biodegradabilidad; alta
porosidad que permita el intercambio de gases, nutrientes y promueva
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la adhesion y migracion celular; y los andamios deben tener una estructura de mecéanica estable
(Lee et al., 2016).

Los andamios pueden estar hechos tanto de polimeros naturales (es decir, quitosano, colageno,
gelatina, alginato, &cido hialurénico) como de los polimeros sintéticos (es decir, policaprolactona
(PCL), poli (acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) y poli ( &cido L -lactico ) ( PLLA)). Los naturales
poseen una alta biocompatibilidad, también imitan estrechamente el tejido natural de la matriz
extracelular. Muchos biomateriales naturales tienen propiedades mecéanicas inadecuadas para
su aplicacién, como su baja rigidez, desventaja de la variabilidad entre lotes, escasez y dificultad
en el procesamiento, por esto se suelen hacer combinaciones entre dos o mas materiales.
Muchos de los polimeros sintéticos son biodegradables y pueden disefiarse con una porosidad
inherente que influye directamente en la adhesion, proliferacion y migracion de las células
neurales. Varios estudios han intentado optimizar la porosidad y la resistencia mecanica de los
materiales sintéticos como armazon nervioso (Lee et al., 2016).

Las caracteristicas fisicas del andamio, como la rugosidad y la topografia, y las propiedades
mecanicas (por ejemplo, rigidez y elasticidad) influyen en la morfologia y el comportamiento
celular. Los andamios tienen una serie de estructuras que influyen la interaccién entre la célula
y el andamio al promover la adhesion celular, la migracion, la proliferacion y la diferenciacion a
tejido nuevo; estas estructuras se convierten en sefiales topograficas bien definidas, como
surcos, crestas, poros y nodos (Alkhalili et al., 2019). Las propiedades fisicas del andamio van a
depender de la composicién quimica del mismo y de la técnica que se use para su fabricacion, a
su vez las propiedades mecéanicas dependen principalmente de la composicién y la estructura de
los poros de los andamios (Chen et al., 2017).

Mecanotransduccion
celular

Fuerzas de
contraccion

Funcionalidades:
Diferenciacion,
crecimiento,
adhesion y
proliferacion

Figura 3-3: Elementos clave en la interaccion entre las células y el andamio. Adaptado de:
(Dado & Levenberg, 2009)
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Comprender las interacciones entre biomaterial y las células no es una tarea facil a pesar de que
se ha demostrado la influencia que tienen el uno sobre el otro, ya que existen un gran nimero
de elementos en esta, como se ve en la figura 3-2. Se ha demostrado que las diversas
propiedades del material, incluida la composicién quimica, las caracteristicas estructurales en
varias escalas de longitud y las propiedades mecanicas, actian como sefiales potenciales que
instruyen y dirigen procesos bioldgicos. Debido a que la mayoria de las veces estas propiedades
estan interconectadas, es dificil hacer una correlacion directa entre las propiedades individuales
y las respuestas bioldgicas (Othman et al., 2018). Por esto se buscan herramientas que permitan
la integracién de diversas disciplinas para asi comprender la interaccion que se da entre el
entorno del material, y el entorno biol6gico. EI modelado computacional busca cuantificar estas
interacciones con fines de estudio fundamental y capacidad predictiva en diversas aplicaciones.

Para promover la comprension fundamental de los procesos bioldgicos y las capacidades de las
aplicaciones en la ingenieria de tejidos, se han propuesto varios modelos para predecir la
dinamica de los agregados celulares. Estos modelos buscan predecir fendmenos morfolégicos
como la proliferacion, adhesién, o métricas especificas de la aplicacion como la fusion esferoide
o la viabilidad (Timothy J. Sego, 2019).

Propiedades fisicas:

Mddulo de Young: Es la relacion entre la tension normal y la deformacioén lineal que sufre un
material. Su valor es Unico dependiendo de las caracteristicas del material. De acuerdo con la
ley general de Hooke de la elasticidad, se considera que va a existir una proporcionalidad lineal
entre la deformacién y la fuerza que la provoca (Lle6 & Lled, 2008).

Entre mayor sea el modulo de Young de un material, menor sera la deformacion que sufre el
mismo como resultado de una fuerza (Lle6 & Lle6, 2008).

oc=Ee (1)
Donde, E = Modulo de Young, € = deformacion lineal y o
= tension normal por unidad de superficie.

Tension superficial: Es la relacion entre la fuerza que se ejerce de forma perpendicular sobre
cualquier elemento de linea de una superficie y la longitud de tal elemento (Lle6 & Lled, 2008).

dF _ dw

ar  ds (2)

Donde F= fuerza; I=longitud; W=energia; S=superficie.
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3.3. Modelos

Un modelo, es una representacion de un sistema o0 proceso, que tiene en cuenta unas
caracteristicas del mismo, y que las relaciona con partes especificas del modelado. Se puede
hacer una clara distincion entre los diferentes tipos generales de modelos (Gelfert, 2017):

3.3.1. Modelos a escala

Los modelos a escala son aguellos que aumentan o disminuyen ciertas caracteristicas, es decir
literalmente cambian la escala de una variable del sistema de destino, con el fin de hacer que
estas caracteristicas sean mas manejables en el modelo. El modelo analégico lo que hace es un
cambio en el medio, donde una caracteristica es representada por otra (por ejemplo, los modelos
populares de la economia representan el flujo de dinero como el flujo de un liquido a través de
un sistema de bombas y valvulas) (Gelfert, 2017).

3.3.2. Modelos matematicos

Los modelos matematicos se desarrollan como se ve en la figura 3-3; se construyen con la
identificacion de una serie de variables relevantes, luego se desarrolla hipétesis empiricas sobre
las relaciones que puede haber entre estas variables a través de una (a menudo dréstica)
simplificacién, que deriva en un conjunto de ecuaciones matematicas, que luego pueden
evaluarse analiticamente o numéricamente y probar contra nuevas observaciones. Estos
modelos permiten la creacion de modelos flexibles y concisos de sistemas biol6gicos, este
modelo permite la prueba rapida de hipotesis y aumenta la probabilidad de utilizar el modelo para
garantizar las conclusiones extraidas de los experimentos (Boemo Id et al., 2020; Gelfert, 2017).

3.3.3. Modelos tedricos

Los modelos tedricos, por ultimo, son aquellos que se desarrollan generalmente extrapolando a
partir de datos y regularidades observadas, postulando mecanismos, que puede integrarse en la
explicacién teérica de un fenémeno(Gelfert, 2017).

3.3.4. Modelos en sistemas bioldgicos

Los modelos de los sistemas biol6gicos deben reflejar e involucrar las complejidades propias de
los fendmenos bioldgicos(Renardy et al., 2019) . Para esto, los modelos en ingenieria de tejidos
generalmente se encuentran dentro de uno de cuatro métodos: métodos de red de Boltzmann
(LB), métodos de campo de fase, particula celular dindmica (CPD) y métodos cinéticos de Monte
Carlo (KMC) (Timothy, 2019).

En los métodos LB, las poblaciones celulares y el medio en el que se encuentran colocados se
describen mediante distribuciones de particulas con una velocidad particular, que generalmente
evolucionan hacia algun estado de equilibrio en un dominio discretizado de variacion conectiva.
De esta manera, un sistema de agregados celulares se modela como un sistema de fase multiple,
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donde los agregados tienden a evolucionar de acuerdo con principios como la tension superficial

y la velocidad barcéntrica) (Timothy, 2019).

i SITUACION REAL
SIMPLIFICACION ¥
t PLANTEAMIENTO EN
TERMINOS TECNICOS
MODELADO:
FORMULACION EN COMPARACION
TERMINOS \
) MATEMATICOS
TRADUCCION
MODELO
MATEMATICO:
EXPRESION
MATEMATICA QUE
REPRESENTA LA
SITUACION
. L
APLICACION : )
DE METODOS «————————| RESOLUCION > INTERPRETACION
MATEMATICOS

Figura 3-4: Esquema del proceso de modelado. Adaptada de: (Gémez, 2011)

En los métodos de campo de fase se asigna un valor de fase en el dominio de un agregado
celular, que se trata como un fluido incompresible con un campo de velocidad. Para una
poblacion homotipica; se desarrolla un sistema de fase binaria. Usando leyes de conservacion
de masa y momento, donde la variable de fase representa la fraccién de volumen de las células.
Las funciones potenciales describen varias interacciones, y estos se resuelven minimizando una
energia libre funcional utilizando célculo variacional(Timothy, 2019).

Los métodos de CPD modelan las células como particulas puntuales, llamadas particulas
celulares (CP), en un dominio continllo, 0 como consiste en una coleccién de CP. Los PC se
modelan para obedecer las descripciones clasicas de movimiento con la introduccion de
procesos estocasticos en alguna ecuacion de Langevin sobreamortiguada. Como tal, modelado
de la motilidad se puede aplicar a nivel celular por fenotipo. La ecuacion de Langevin de un
sistema de PC se construye como un sistema de ecuaciones diferenciales que consiste en una
suma de expresiones de energia potencial y, por lo tanto, es un método sin enrejado (Timothy J.
Sego, 2019).
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En una escala aln mas pequefia, los métodos KMC modelan las células como puntos de
ocupacién en una red discreta y evolucionan de acuerdo con reglas simples y estocasticas. A
diferencia de enfoques de automatas celulares, los métodos de KMC emplean esquemas
estocésticos de actualizacion en serie (Monte Carlo) de agentes celulares discretos de acuerdo
con reglas simples que consideran su estado actual y el de su vecindario. Con esto, los métodos
KMC reflejan la simplicidad de los autbmatas celulares, proporcionando una mayor factibilidad
para capturar la inmensa complejidad de los procesos biolégicos a multiples escalas, al tiempo
que proporcionan el refinamiento necesario para reproducir fenémenos biolégicos mas complejos
(Timothy, 2019).

Los modelos se pueden clasificar dependiendo el sistema que representen; estos sistemas
pueden ser: lineal y no lineal, estatica y dinamica, determinista y estocastico, discreta y continua.

A su vez, existen modelos que no se centran en un solo tipo, sino que son la integracién de
varios, lo que les puede permitir un mejor acercamiento al sistema. Entre estos se tienen los
modelos multiescala que tienden a ser muy complejos y tienen en cuenta una gran cantidad de
pardmetros, lo que les permite abarcar explicitamente dinamicas biolégicas a diferentes escalas,
desde la gendmica hasta la poblacional(Renardy et al., 2019).

O el modelado hibrido que en biologia es el acoplamiento de férmulas con diferente naturaleza,
es decir continuas y discretas. Normalmente, los sistemas de reaccién-difusion expresados en
ecuaciones diferenciales parciales, representan la evolucion de las concentraciones o
densidades quimicas, se combinan con automatas celulares o modelos basados en agentes.
Estos dltimos representan el comportamiento individual a través de ciertas caracteristicas que
cambian a medida que evoluciona el componente quimico (Stéphanou & Volpert, 2016).

La incertidumbre esta presente en los modelos, puesto que son una representacion del sistema
y de esta manera, conllevan un error; de modo que cuantificar esa incertidumbre se vuelve
esencial para interpretar los resultados del modelo y para validar los mismos. La incertidumbre
de los modelos se puede evaluar mediante andlisis de sensibilidad. El andlisis de sensibilidad es
un area de estudio que involucra el desarrollo de herramientas que evallan las fuentes de
incertidumbre en los modelos computacionales de los sistemas biolégicos y que ayudan a
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dilucidar las relaciones entre los parametros / mecanismos y los resultados del modelo (Renardy
et al., 2019).

Aspectos claves a considerar en un modelo en ingenieria de tejidos:

Los procesos en el desarrollo de tejidos estan regulados por una serie de parametros que deben
controlarse sobre el andamio, y que deben tenerse en cuenta en los modelos para la ingenieria
de tejidos (Paim et al., 2018):

Factores de crecimiento, pH del medio, temperatura, concentracion de nutrientes, fuerzas
mecanicas, tamafio del poro, aspereza, hidrofobicidad/hidréfilia, rigidez, elasticidad,
composicion quimica, la interaccion de ligandos de proteinas de adhesién con receptores de
membrana celular, glicoproteinas, topografia de matriz(patrones topol4gicos), quimiocinas (Paim
et al., 2018).

Dados los aspectos claves que se deben considerar para modelar la interaccion del astrocito y
el andamio, a continuacion, se presenta una lista de software que permita obtener algunas de
esas caracteristicas, integrarlas, como posibles candidatos para realizar el modelo
computacional, la informacién se consigna en la tabla y se describe mas abajo:

Comsol: es una plataforma de simulaciéon que abarca todos los pasos del flujo de trabajo de
modelado, desde la definicién de geometrias, propiedades de materiales y la fisica que describe
fendmenos especificos hasta la resolucién y el potsprocesamiento de modelos para producir
resultados precisos y confiables. Para crear modelos para su uso en areas de aplicacion
especializadas o campos de ingenieria, puede aumentar COMSOL Multiphysics ® con cualquier
combinacién de modulos adicionales del conjunto de productos. Los productos de interfaz
permiten integrar también la simulacién con otro software de ingenieria y matematico utilizado en
el disefio de productos y procesos. Cuando haya desarrollado un modelo, incluso puede
convertirlo en una aplicacién de simulacién con una interfaz de usuario dedicada, que puede ser
disefiada para un uso muy especifico por personas mas alla del departamento de | + D (COMSOL
Multiphysics® Software - Understand, Predict, and Optimize, 2019).

Matlab: es un entorno informatico numérico de propdsito general cuyas potentes caracteristicas
han atraido a muchos investigadores. Es popular en la investigacion biologica para crear y
simular modelos que usan ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO). Ha sido el sustrato de
innumerables modelos, asi como herramientas de software escritas en su lenguaje de
programacion orientado a objetos (Harold F. Gémez , Michael Hucka, Sarah M. Keating, German
Nudelman, Dagmar Iber, 2016).

Python: Es un lenguaje libre de programacion, que permite el uso de diversos paquetes o la
generacion de alguno nuevo. Python estd desarrollado bajo una licencia de cédigo abierto
aprobada por OSI (Open Systems Interconnection), lo que lo hace de libre uso y distribucion,
incluso para uso comercial. Tanto la biblioteca estandar de Python como los médulos aportados
por la comunidad permiten infinitas posibilidades. Su lenguaje de programacion es facil de
desarrollar y de recordar, ademas de que presenta mdultiples documentos de ayuda en el
desarrollo de cualquier proyecto (About Python™ | Python.Org, n.d.) .
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Tabla 3-1:

Softwares usados en modelos computacionales (Zhang et al., 2018).

Software Caracteristicas Costo

Python
Es un software que permite una
P gran libertad y aplicacion en  Software libre
diferentes contextos.

Comsol

Muy versétil para el estudio de

fenémenos acoplados 0 Licencia de
multifisicos, que también ofrece $80000

una muy buena interfaz con

Matlab, por ejemplo.

Matlab Software con una alta libertad y Licencia que
un gran nimero de paquetes que puede  costar
permite  su aplicacion en hasta 300
cualquier campo. dolares.

Nota: Esta tabla nos muestra diferentes software utilizados en el desarrollo de
modelos.

Ademads, se tiene una lista de diversos paquetes libres que permiten simular algunas
caracteristicas que podrian ser Utiles para este modelo. De las cuales se tiene:

Quanfima: Propone un algoritmo para la generacion de estructuras similares a fibras no
curvadas en 3D. El diametro y la orientacion de cada fibra es representado por un valor de
diametro, y los angulos de acimut y elevacion se muestrean a partir de rangos dados. Se supone
gue las fibras individuales no se cruzan entre si y estan separadas por un valor de separacion
especificado. La longitud de las fibras se especifica como un porcentaje con respecto a la longitud
lateral minima del volumen. Las fibras se agregan al volumen hasta que se cumple una regla de
detencion. La regla de detencién puede ser un niumero maximo de fibras, la relacion entre el
volumen de todas las fibras y el volumen total, o el nimero de adiciones fallidas debido a las
intersecciones de fibras(Lee et al., 2016)(Shkarin et al., 2019).
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Cellsim3D: permite simular aspectos mecanicos del crecimiento y la division celular, tales como
(Madhikar et al., 2018):

1) La forma y fuerza con la que las células interactian entre si y su entorno mecéanicamente. La
interaccion entre membranas.

2) Los efectos mecénicos del crecimiento y la division de una célula en sus vecinos.

3)La respuesta mecénica de una célula a estimulos externos.

4) Migracion celular: la base mecénica dentro de la célula y el mecanismo utilizado para moverse
sobre un sustrato 0 en una matriz externa.

5)La interaccion entre todo lo anterior, incluso entre celdas de diferentes tipos con diferentes
parametros mecanicos.

CompuCell3D: es un entorno de codigo abierto para el modelado de tejidos, 6rganos y
organismos. Los comportamientos celulares se modelan utilizando el modelo de potts. Las
simulaciones escritas en el modelo CompuCell3D XML son fijas y no cambian las descripciones
de los comportamientos celulares iniciales. CompuCell3D genera simulaciones de celdas
multiples usando valores estaticos que se definen al comienzo de la simulacién en un periodo de
tiempo definido (Puvvala, 2018).



4 Requerimientos

4.1.

4.2.

Funcionales

El modelo establecerd la interaccion de la célula y el andamio teniendo en cuenta la
interaccion que ocurre en las superficies.

El modelo predecira la interaccidén entre el astrocito y andamio, este debe tener una
superficie minima de 20 um (Miller, & Zachary,2020).

El modelo debera suministrar informacion sobre la fuerza y la energia involucrada en la
interaccion astrocito andamio.

El modelo responde a una naturaleza bidimensional, lo cual significa que todas las
variables deben seguir esta naturaleza.

El modelo debera suministrar informacion sobre la energia de interaccion que viene del
astrocito.

El modelo debera suministrar informacion sobre la energia de interaccion en Joules(Nm).

Restriccion

El modelo ser& construido Unicamente con informacion de la linea celular astrocitos.

El modelo solo tendra en cuenta las propiedades fisicas y mecéanicas del andamio y la
naturaleza hidrofilica o hidrofébica del material.

El modelo no tendra en cuenta las interacciones quimicas internas que ocurren en la
célula o procesos metabdlicos propios de la célula.

Técnicos

El equipo de computo a utilizar debe tener la capacidad de permitir el uso de Python y sus
bibliotecas(zhang et al, 2018).

El software en el que se vaya a modelar debe permitir el ingreso de nueva informacion
para el modelo.

El lenguaje de operacion del software debe permitir ingresar la ecuacién que represente
la interaccién entre el astrocito y el andamio.
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El proceso para desarrollar un modelo abarca varios pasos que van desde la declaracién de lo
gue se espera del modelo, suposiciones sobre los limites del modelo, la adecuacion de los datos,
el disefio de la estructura del modelo, la evaluacion de las simulaciones y un proceso de
retroalimentacion que puede conllevar a procesos de redisefio del mismo (Tedeschi, 2006),
2006). El objetivo de este modelo es la prediccion de la interaccion que se da entre los astrocitos
y el andamio donde son cultivados. El desarrollo del modelo se ve en términos generales en la
figura 5-1, y se plante6 en tres fases: formulacién, construccion y evaluacion del modelo.

ENTRADAS
Propiedades fisicas del Relacion de las
~ andamio. . entradas.
Propiedades propias del
astrocito. ~
Formulacion de la
relacion en
términos Planteamiento de la
Retroalimentacion o matematicos. hipotesis.
redisefio.
SALIDA

Prediccion de la
interaccion.

Implementacion en
software para
solucién utilizando
técnicas analiticas
y numericas.

Interpretacion de la

solucion numérica

en términos de la
interaccion.

Figura 5-1: Diagrama general del desarrollo del modelo

5.1. Formulaciéon del modelo

Estructuracion
matematica;
teoremas.

MODELO

. Adaptado de: (Adam, 2011).
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Para la formulacion del modelo se siguié la metodologia representada en el diagrama de flujo
presentado en la figura 5-2.

Eleccion del » Establecimiento » Extraccion » Definicién » Definicion de
andamio de supuestos de variables de simbolos ecuaciones

Figura 5-2: Metodologia de la formulacion del modelo. Elaboracion propia.

A continuacion, se describe a detalle como fue la realizacion de cada una de esas actividades.
5.1.1. Eleccién del andamio

Para elegir el andamio se tuvieron en cuenta una serie de opciones establecidas por revision
bibliogréafica. Dado los requerimientos establecidos para el modelo, para hacer la eleccién del
andamio, se necesitaba informacién de sus propiedades fisicas (microarquitectura, porosidad,
tamafio del poro), mecanicas (modulo de Young, modulo de compresion), y la naturaleza
hidrofilica o hidrofobica del biomaterial (para esto se requiere la composicién quimica del
material).

Teniendo en cuenta la informacién requerida, se procedid a hacer la busqueda de articulos, la
busqueda se hizo en segunda lengua (ingles), usando términos como andamio, astrocitos,
caracteristicas fisicas, mecanicas; en un rango de tiempo desde el 2014 hasta la actualidad. Al
seleccionar articulos, primero se tuvo en cuenta articulos donde se fabricaran andamios para su
uso directamente con astrocitos, luego articulos donde se usaran andamios en regeneracion de
tejido nervioso, que incluyeran prueba celular de alguna célula nerviosa, no necesariamente
astrocitos y por ultimo andamios en otros tipos de tejido. Luego, se organizé la informacion
encontrada en una matriz, para hacer mas facil su comprensién y visualizacion.

La matriz (anexo 1.Revisién caracteristicas de andamios) terminé conformada por ocho articulos,
gue se separan en grupo de acuerdo con el grupo celular para el que se fabricaba. Directamente
en astrocitos (cinco articulos), células nerviosas diferentes a astrocitos (dos articulos) y en
células de tejido blando (un articulo). Ademas, cada grupo se organizé por orden cronoldgico.
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De dicha matriz se seleccionaron los articulos de los qgue mas se tuviera informacion y se tratd
de hacer un cruce de esa informacién. Al analizar la matriz, se evidencia que alrededor del 40%
de los articulos que se encuentran en la matriz de informacion tienen presencia de quitosano. De
modo gue se quiso comparar las caracteristicas presentes en cada articulo entre ellas, para ver
cuanto variaban del uno al otro. De forma que, al hacer un cruce de la informacion, se
complementaran los articulos entre ellos.

Sin embargo, esta comparacion no fue posible, debido a que en uno de los articulos se tiene
datos de caracteristicas como el médulo de Young luego de hacer un proceso de humidificacion
del material(Baniasadi et al., 2015), el otro ofrece datos necesarios para hallar el material en
seco(Felfel et al., 2019) y el ultimo proporcionaba informacion del hidrogel por dias después de
un proceso de gelificacion. De modo que, para poder hacer un cruce de la informacion,
comparando los pardmetros de cada andamio para poder realizar la matriz de seleccion de las
caracteristicas del mismo, era necesario seguir enriqueciendo la matriz.

Luego de evidenciarse que el cruce de informacién no era una forma viable de seleccionar el
andamio se lleg6 a la conclusién de que la mejor opcion era seleccionar uno de los andamios
cuyo articulo proporcione la mayor informacion posible y cuyas caracteristicas hayan demostrado
ser buenas en la interaccion con los astrocitos.

Al analizar los articulos se encontré que la informacién que mas contenian los articulos eran las
pruebas celulares y las caracteristicas fisicas del andamio (marcado en verde), y la informacion
que mas hace falta son las caracteristicas mecéanicas de los andamios (marcado en rojo), que se
considera informacién critica para poder formular un modelo fisico quimico. Esta conclusion y
con todo el proceso anterior, llevo a la preseleccion de dos articulos (resaltados en amarillo), que
eran los que mas informacién nos proporcionaban. Uno de ellos es un articulo de un andamio
poroso de quitosano, gelatina y poli anilina grafeno para regeneracion de sistema nervioso donde
hace prueba celular con célula de Schwann y el otro es un articulo de un andamio fibroso de
poli-e-prolactona, gelatina para regeneraciéon de sistema nervioso donde se hace prueba celular
directamente con astrocitos.

Tras tener ese preliminar de dos articulos se realizé una matriz de decision donde cada uno de
los criterios se evaluaban de 0-5, donde O representa que no cumple en nada el criterioy 5 es
gue lo cumple en su totalidad. Los criterios que se tuvieron en cuenta son:

Simplicidad de composicién quimica: En este criterio se tiene en cuenta a composicion quimica
debido a que, entre menos compuestos tenga el andamio sera mas sencillo hacer el analisis de
la influencia de cada uno de ellos en las propiedades del andamio.

Estabilidad mecanica: Se tiene en cuenta la estabilidad mecénica del material para poder
soportar las células que se ponen en él.

Microarquitectura: Se evalla la microarquitectura del andamio, se tiene en cuenta que por
bibliografia algunas microarquitecturas como las fibrosas obtienen mejor resultados en células
nerviosas (Kennedy et al., 2016).

Informacion obtenida: En este criterio se tiene en cuenta la cantidad de informaciéon que
proporciona el articulo sobre el andamio. Del de quitosano se obtienen algunas caracteristicas
fisicas, mecanica y ensayo biolégico(Baniasadi et al., 2015). Del otro, de PCl se tiene
caracteristicas fisicas, y ensayo de relaciones de caracteristicas del andamio con su influencia
en los astrocitos (Saracino et al., 2021).

Ensayo con la linea celular: Se analiza la cantidad de informacion que proporcione el articulo
sobre la respuesta celular al andamio.
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Tabla 5-1
Matriz de decisidon del andamio.
Criterio PCL, gelatina Quitosano, gelatina,
polianilina grafeno
Simplicidad de 4,0 3,0
composicion quimica.
Estabilidad mecanica. 4.5 45
Microarquitectura. 4.3 3,8
Informacion obtenida. 5,0 4.5
Ensayo con la linea 5,0 4.0
celular.
Total 4.6 4,0+

La asignacion de los valores se realiz6 de la siguiente manera:

-Simplicidad de la composicién quimica: El andamio de PCL- gelatina al tener solo dos
compuestos se le asigna una evaluacion mayor que al otro, sin embargo, no es un cinco, porque
en un andamio compuesto y las caracteristicas de ambas sustancias van a influenciar en el
andamio, en sus caracteristicas y en la interaccién con el astrocito.

-Estabilidad mecéanica: De acuerdo con la informacién contenida en los articulos los andamios
demostraron tener las caracteristicas mecanicas necesarias para soportar el desarrollo celular
en los mismos.

-Microarquitectura: Los estudios realizados en andamios para regeneracion de células nerviosas,
muestran que los andamios de microfibras alineadas tienen mejor respuesta en las mismas, y
sus caracteristicas son mejores, por lo tanto, el andamio microfibroso tiene mayor puntaje que el
andamio poroso.

-Informacion obtenida: Ambos articulos contienen buena cantidad de informacién sin embargo el
articulo de PCL tiene mas informacion obtenida en ensayos experimentales por eso su
calificacion es mayor.

-Ensayo con la linea celular: En ambos articulos, se realiza una prueba de viabilidad celular, sin
embargo en el articulo de quitosano no usan astrocito directamente sino celulares nerviosas de
Shawn.

Luego de realizar la evaluacién con ayuda de la matriz de decisién se concluyd que la mejor
opcién de andamio es el andamio de microfibras orientada de forma paralela de poli-e-
caprolactona con gelatina, utilizado en la regeneracion de sistema nervioso a través del uso de
astrocitos.

5.1.2. Planteamiento de supuestos sobre la interaccion fisicas y
mecanicas del astrocito y el andamio.

Para el planteamiento de supuestos se hizo una revision bibliografica de articulos donde se
desarrollaran modelos que representaran sistemas bioldgicos, especificamente algunos
comportamientos del sistema nervioso. De esta revision se obtuvo el articulo titulado “Cellular
Automata Modeling of Stem-Cell-Driven Development of Tissue in the Nervous System (Lehotzky
& Zupanc, 2019)”, este se revis6 y analiz6é a detalle, preparando y presentando un seminario
sobre el mismo.

En él, los investigadores explican la forma de establecer supuestos a partir de preguntas, cuyas
respuestas definan el comportamiento bioldgico. Para este modelo en particular se plantean las
siguientes preguntas:

¢ Es la interaccion entre el astrocito y el biomaterial influenciada por caracteristicas de ambos?
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De a acuerdo a muchas investigaciones(Ning et al., 2016), si. De modo que para que la
prediccion sea precisa se deben tener en cuenta variables de ambas partes. Por con siguiente
es necesario establecer supuestos tanto del comportamiento del andamio, como del astrocito y
una serie de supuestos que relacionen los anteriores.

¢ La microarquitectura del andamio tiene influencia directa en las caracteristicas mecéanicas del
mismo?

Segun lo analizado en algunos estudios (D’Amore et al., 2014), si.

¢ Tiene que ver la composicién quimica del material con sus propiedades fisicas?

Si. De acuerdo a lo que han demostrado algunas investigaciones (Kennedy et al., 2016).

¢, Hay una relacién entre los esfuerzos mecénicos que sufre el andamio y los que sufre la célula?,
¢,como es esa relacion?, ¢ por cuales factores se ve influenciado?
Si, hay relacién entre los esfuerzos mecanicos del uno y del otro (Kennedy et al., 2016).

Para empezar a responder a todos esos supuestos de forma mas especifica se recurre al articulo
base en términos de la informacion del andamio de PCL, en él los autores desarrollan una serie
de pruebas que les permite recuperar informacién de las relaciones y la interaccién que ocurren
entre el andamio y el astrocito. Para entender mejor estas, se realiza un diagrama (figura 4-3)
que representa las relaciones que ocurren.

Variables de Componentes |, Naturaleza hidrofilica-
Fabricacion quimicos del andamio hidrofobica
I
o] | s - i
Orientacion Diém;e.’tr]ro de la Rugosidad Modulo de Young
ibra

=

y Adhesion celular Paosicion celular

Morfologia celular

Orientacidn fibras
de actina

Viabilidad celular

Figura 5-3. Diagrama de relaciones de caracteristicas del andamio y las caracteristicas
celulares.

Las relaciones que se establecen en el diagrama se describen a mas detalle a continuacion:
Las primeras caracteristicas que se tienen en cuenta son aquellas que se presentan en la
fabricacion del andamio, al tratarse de un andamio microfibroso fabricado por electrospining
algunos parametros de su fabricacion tienen repercusion en caracteristicas de estas. Un ejemplo
de esto es como al hacer mucho mas rapida la tasa de rotacion (medida en rpm) este genera
una orientacion alineada de las fibras, ademas tiene una influencia en el didmetro de las fibras
resultantes.

Ademas, se tienen los componentes quimicos del andamio se ve en el articulo como al agregarle
la gelatina al andamio, esto tiene la relacién en otras caracteristicas del andamio, como el
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didmetro de la fibra, se evidencia en el andamio como hay una disminuciéon del didmetro, pasa
de 3,5 um a alrededor de 0,6 um. También se ve una disminucion en su rugosidad y su angulo
de contacto (Saracino et al., 2021).

Por otro lado, la influencia de las caracteristicas del andamio en el comportamiento y en la
respuesta de los astrocitos son muy evidentes. La alineacion de las fibras tiene una repercusion
en cémo se posiciona la célula, es decir en donde se ubica la misma en relaciéon del andamio.
Influye en cédmo se adhieren las mismas, porque se ha evidenciado que las fibras alineadas
favorecen la adhesion de la célula. Por ultimo, tiene una relacion directa en la morfologia de la
célula, ya que el astrocito es una célula poligonal de forma irregular pero que cuando se pone en
andamios microfibrosos con fibras alineadas la célula se va alargando y volviendo cilindrica,
ademds este cambio morfolégico no es solo externo, sino que se evidencia un cambio en el
posicionamiento de las fibras de actina, pasan de ser radial a alinearse de forma proporcional a
la orientacion propia de las fibras del andamio.

5.1.3. Extraccion de variables involucradas en los supuestos

El articulo sobre el modelo de autémata celular en sistema nervioso del que se habla en el item
anterior presenta una seria de reglas implementadas en su modelo de inspiradas en el
comportamiento biolégico y extraidas de sus supuestos, de las células nerviosas cuyo
comportamiento modelan.

De esta serie de reglas, se extraen unas caracteristicas de la naturaleza de la célula que se
podrian tener en cuenta ya que determinan el comportamiento celular y vienen a ser importantes
en las interacciones que tiene la misma, y que para la pertinencia del propio modelo se tienen
como opciones de variables a considerar, entre estas tenemos (Lehotzky & Zupanc, 2019):

. Proliferacion celular.
. Migracion celular.
. Muerte celular y fagocitosis.

Sin embargo, de los supuestos extraidos del articulo base para este modelo, se extraen variables
gue son mas cercanas a tenerse en cuenta para el modelo entre estas se tienen:

Desde el ambito del andamio se tiene: la orientaciéon de las fibras (en términos de algun
porcentaje de orientacion), el diametro de las fibras, la rugosidad, el médulo de Young y el angulo
de contacto que le proporciona al modelo la informacién que representa la hidrofobicidad.
Desde la célula se puede tener en cuenta: EI cambio en la morfologia que sufre la célula en
términos de alargamiento, la adhesion en términos de alguna tension influenciada por los puntos
adicion focal en la célula, y la tension que ejerceran las fibras de actina que van modificAndose
y orientandose.

514 Definicion de la naturaleza del modelo y las ecuaciones
gue representen las relaciones de estas variables.

Para poder definir la naturaleza del modelo, se recurre a la revision bibliogréafica de articulos que
desarrollan modelos de diferente naturaleza, expuesto en el estado del arte. De estos modelos
se analiza la forma como son estructurados y como definen las ecuaciones que representan el
comportamiento del sistema bioldgico.
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Luego de analizar esos modelos, para el propio se toman algunas cosas de esos modelos. De
los modelos de autdbmatas celulares se toman los limites de contorno debido a que se tienen
caracteristicas que van a ir cambiando hasta cierto punto, como la orientacion de las fibras de
actina. Y del modelo tipo potts se toma su naturaleza laplaciano y basado en sus ecuaciones
para poder empezar a definir las propias.

Se partié de una ley de Laplace (ecuacion 3) que iba a relacionar la tension superficial dada por
la superficie de la célula (o) y la tension de periferia celular (1) y esto iba a producir un radio, este
radio iba a ir cambiando debido a que la célula se iria alargando.

R=1/0c (3

Para completar esa ecuacién era necesario tener en cuenta la orientaciéon de las fibras del
andamio, puede ser un factor escalar, o buscar otra naturaleza no lineal.

Sin embargo, al definir el alcance de este proyecto se determind que se debe dar informacion de
la energia funcional. Para tal energia se plantedé una primera ecuacion, a la cual se le fue
afadiendo diversos factores.

EAB = O'P + )\ (4)

Siendo E,p, la energia funcional.

o la tension debida a la superficie de la célula, esta se escala en P que tiene que ver con lo
puntos de adhesién focales, por eso entre mas puntos se tenga mayor sera la influencia de la
tension de la célula para la energia funcional.

Sin embargo, se consider6 que a esa ecuacion le faltaba el aporte que tienen las fibras de actina
en el mismo. Como estas fibras de actinas, se ordenan de forma proporcional a la orientacion del
andamio, la tensién ejercida por la misma va a tener modificacién hasta que se estabiliza. Es
decir, habra otra ecuacion que vaya modificando la misma.

Se iba a representar la tension de las fibras de actina como f. Y m iba a representar el factor
debido a la reorganizacién de las fibras, quedando la ecuacién de la siguiente manera.

E,g = oP + A+ fm , paratodos los n, donde no se ha alcanzado la organizacion de las fibras.
E g = oP + A+ f, para todos los n de las fibras ya reorganizadas.

Donde n, representa el numero de items del modelo, cada vuelta del modelo representa un dia.

m : debia tener relaciéon directa con la orientacion de las fibras del andamio, y que en su momento

estaba por definirse.

Al hablar de energia se debe tener en cuenta que la tensién que se ejerce en el andamio va a

estar respondiendo a las tensiones de la célula, de modo que tendra sentido contrario.

EAB = O_P+)\+f_e (6)
e :representa la tension debida al andamio.
Otro factor para tenerse en cuenta es el diametro de las fibras del andamio, este iba a tener una

influencia tanto en la tensién de la célula como en la del andamio. Aunque influencia en ambas,
la influencia en la célula puede ser positiva 0 negativa. Dependiendo del valor del mismo, es decir
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estudios han demostrado que entre mayor sea el diametro mejor se adhiere la célula, pero hasta
cierto punto, porque si el diAmetro es mucho mas grande se adhiere menos.

Eyg = oPdi + A+ f—dae (7)

En caso de que el didmetro no supere el limite éptimo para la célula di y da son iguales y la
ecuaciéon quedaria en:

Eup = d(oP —e) +f+ A (8)

Sin embargo, hacia falta encontrar una forma de como relacionar la ley de Laplace en la ecuacion
de energia funcional, porque esta energia funcional se veria afectada por el cambio morfolégico
gue sufre la célula. En Laplace se representa de forma diferente de acuerdo a la geometria del
sélido.

Luego de volver a revisar las ecuaciones se pudo determinar que habia un error en las mismas
desde el comienzo, ya que, en la ley de Laplace, el radio es directamente proporcional a la
tension de la periferia, y es inversamente proporcional a la tensién superficial, de forma que al
hacer la correccion la ley de Laplace quedaria de la siguiente manera:

R=0/ (9

Siendo g, la tension periférica celular y A la tensién superficial.

Luego, realiz6 un nuevo analisis de la ecuacién 5 y comparando el comportamiento celular que
se evidencia en el articulo base (Saracino et al., 2021), se concluy6 que la tension de la periferia
celular tiene una influencia directa en los puntos de adhesion focal, de modo que el uso de otra
variable para describir esta influencia lo que podria hacer es sobreentrenar el modelo.

E4g = oPdi + A — dae (10)

A continuacion, se analizé cada una de las variables de la ecuacion 7 para definir que significan
y que representan cada una de ellas. Ademas, pareci6é pertinente cambiar los simbolos con los
que estos se representaban que fueran mas sencillos de identificar y de relacionar con el modelo.
Se sabia que el modelo debia dar informacion de la energia involucrada en la interaccion el
primer paso para lograr esta prediccion es tener en cuenta en que unidades se iba a dar esta
informacion. La energia se mide en Joules(Newton por metro), de modo que todos los términos
de la ecuacion debian estar en las mismas unidades para poder hacer los célculos razonables.
En consiguiente, se analizé termino a término para poder definir que todos quedaran en términos
de energia. Para el primer término era importante entender como funciona el desarrollo de los
puntos de adhesion focal en una célula. Se hizo una revision de modelos que representaban la
formacion de los puntos de adhesién, al estudiar dos como base se llegé a la conclusién de que
al hallar el médulo de Young de la célula este estaba directamente influenciado por los puntos
de adhesion (Paul et al., 2008)(Coughlin & Stamenovi¢, 2003), de esta manera no es necesario
varios términos para definir esta relacion basta con uno solo, que se identificé con Ec.

Un aspecto importante que se tuvo en cuenta era que el modelo tendria en cuenta el
comportamiento Unicamente hasta una bidimensionalidad, dado el alcance que tenia este
proyecto, es decir que el modelo iba a ser una representacion bidimensional de la interaccion
entre el astrocito y el andamio.
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Dado la naturaleza bidimensional del modelo, el médulo de Young también es bidimensional
cuyas unidades son Newton sobre metro. Para que este término se vuelva energia y siguiendo
la naturaleza del modelo tipo potts (Albert & Schwarz, 2014), este médulo se escala en el area
donde afecta, que para este caso es el &rea que envuelve los puntos de adhesion representada
como Awp Yy cuyas unidades son m?.

El segundo termind de la ecuacion 8 representa el esfuerzo debido a la superficie de la célula,
este esfuerzo es debido a la matriz extracelular y dada la naturaleza bidimensional del modelo
este esfuerzo se va a hacer en una sola superficie, es decir se va a relacionar con una Unica
longitud, que sera la longitud de la célula, que va cambiando por el proceso de alargamiento que
sufre el astrocito. El esfuerzo se mide en Newton y la longitud en metros, de forma que se obtiene
energia.

Por altimo, el ultimo termino que es la respuesta del andamio a los esfuerzos se define como el
maodulo de Young bidimensional del andamio, que se obtendria por literatura, cuyas unidades
son Newton sobre metro y se representa como Ea, y este se escalaria a donde se iba a sentir
gue en este caso es todo el andamio. Para el modelo seria el area del andamio (va a ser del
tamafio de un astrocito), esta area medida en metros cuadrados.

Ademas la ecuacioén, debido a que representa la energia desde la célula, se define como una
energia negativa.

Teniendo en cuenta todo lo anterior la ecuacion principal del modelo quedaria:
E p = —(EcAup + EyLo — E4A,) (11)

Lo siguiente que se hizo en la definicion de las ecuaciones, teniendo ya la ecuacion principal fue
definir cuales eran los parametros de entrada de cada uno de los términos.

Para el primero es necesario tener en cuenta como varia el médulo de Young bidimensional ha
medida que van surgiendo los puntos de adhesion focal, para esto se tiene en cuenta la
metodologia seguida por Paul(Paul et al., 2008).

A pesar de que para definir el médulo de Young debido a las fibras de actina se us6 de base el
articulo de Paul, en él el numero de puntos de adhesion se mantiene constante, mientras que
para este modelo estos puntos se iran formando en el transcurso de la interaccion. Al tener en
cuenta el articulo base para las interacciones entre el andamio y el astrocito, se tiene que se
forman alrededor de 40 puntos de adhesién en el transcurso de 4 dias, con este valor se empieza
a definir una serie de ecuaciones que permitan describir la formacion de estos puntos de
adhesion.

Se sabe que los puntos de adhesién van cambiando con el tiempo, por lo tanto, se tenia que:

dpP

i cambio de los puntos de adhesion a lo largo del tiempo(representado en dias).

Se pensaba representar como una funcién en términos de t, sin embargo, cualquier funcion
representada asi, por ejemplo, P=t?> o P=log (t) (que cumplen con el comportamiento creciente
gue tiene el fendbmeno) va a hacer que la aparicién de puntos de adhesién focal dependa solo
del tiempo, cuando en la realidad también depende de cuantos puntos hay anteriormente. Por
esto, se decide que para representar el nimero de puntos de adhesion focal a lo largo del tiempo
se usaria una sumatoria, que tuviera en cuenta tanto el paso del tiempo como los puntos
presentes hasta ese momento.
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Por consiguiente, se plantearon dos opciones de ecuacion, la primera sumatoria que seria:
P=Y",P2+2(i—1) (12

Donde P, representa el numero de puntos de adhesion formados e i representa el paso del
tiempo, cada ciclo representa un dia.

La segunda opcion de ecuacién mantiene la influencia del tiempo y del nimero de puntos de
adhesion focal ya existentes, manteniendo la representacion de P e i, igual a la ecuacién anterior.

P=Y",P+2(i-1)% (13)
Luego de plantear ambas ecuaciones, se procedié a obtener sus graficas de respuesta en el
tiempo.
La primera opcion que representa la ecuacion 12 (figura 5-4), tiene un comportamiento
exponencial, sin embargo la formacion de puntos de adhesion supera en el doble la descrita por
el articulo y que se toma como referencia siendo de 40 puntos de adhesién focal promedio al 4
dia(Saracino et al., 2021), por esto se descartd esa ecuacion. Mientras que como se ve en la
figura 5-5 la otra ecuacién tiene una mejor respuesta, mas cercana a la esperada. A pesar de,
como se evidencia en la figura, la formacién que se tiene no es exacta a la descrita por el articulo,
€s una aproximacion bastante cercana, ya que aunque solo se tiene un valor de referencia que
dice que al dia 4 los astrocitos tienen en promedio 40 puntos de adhesién focal el modelo que se
desarroll6 muestra que entre el dia 3y el 4 se forman de 29 a 61 puntos de adhesion focal, y 40
esta dentro de ese rango.
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Figura 5-4. Representacién nimero de puntos de adhesién a lo largo de los dias (Autoria
propia).
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Figura 5-5: Puntos de adhesion a lo largo de los dias, ecuacion seleccionada (Autoria
propia).

Luego de tener la cantidad de puntos de adhesion, se representa su comportamiento como una
red de cables, para ello se baso en el modelo de adhesion de red de cables pretensados
(Coughlin & Stamenovi¢, 2003). Lo primero era escoger una geometria de distribucién. El articulo
sefala dos opciones de acuerdo a la morfologia celular como se ve en la figura 5-6 y, en este
caso se seleccioné geometria triangular regular, debido a que la otra geometria se recomienda
en células circulares y en el caso de los astrocitos que se tienen en cuenta en este modelo, estos
son elipticos y ademas sufren un proceso de alargamiento.

Los puntos de adhesidn focal en la matriz se van a distribuir de forma aleatoria (exceptuando el
inicial que se ubica en el centro de la matriz), teniendo en cuenta que es mayor la probabilidad
de que se formen en la horizontal que en la vertical, debido a que se esta representando una
célula que se va alargando. Sin embargo, se asume que se forman equidistante y siguiendo la
geometria de malla triangular, como se ve en la figura 5-7 que es un ejemplo de la representacién
de los puntos de adhesion en el transcurso del tiempo, es necesario tener en cuenta que no
siempre serd asi ya que su ubicacién en la matriz es un proceso probabilistico que puede variar
cada vez que se corra el modelo.
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Figura 5-6. (A) Modelos de red de cables hexagonales y ( B ) triangulares para
el citoesqueleto celular adherente (Coughlin & Stamenovic, 2003).
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La ubicacién de estos puntos se hara de forma aleatoria, sabiendo que tiene mayor probabilidad
de surgir siguiendo la horizontal debido a la forma eliptica de la célula. La figura xx es una
aproximacion manual de como deben distribuirse los puntos de adhesién a lo largo del tiempo en
la célula.
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Figura 5-7: Simulacion ubicacion puntos de adhesion a lo largo de los dias (autoria propia).

Luego de tener esta red de cables triangulares, se procede a hallar los esfuerzos a los que sera
sometido cada uno de esos puntos 0 nodos, para esto se mantiene la ecuacién utilizada por
Coughlin en su articulo, donde se hallan los componentes de la fuerza tanto en x como en vy,
haciendo una sumatoria de las fuerzas ejercidas en cada cable que llega al nodo, es decir con
cuantos otros nodos se conectan y en qué direccion lo hace:

nc
i=1

Ly
Donde, i va de 1 hasta el nimero de cables (nc) conectados a cada nodo, Lies la longitud de

cada cable, que para este caso se mantiene constante en todos los nodos, y la diferencia se va
a mantener en 1 o -1 de acuerdo a la direccion de la conexion.

Por ultimo el médulo de Young bidimensional de la red de la célula (Ec) seria:

Donde Fr es lafuerza total en los nodos ubicados en la longitud Ly y Exrepresenta la deformacion
que va a sufrir la célula en su horizontal (alargamiento).



5.2 Construccion del modelo 37

En el segundo término, el esfuerzo sera definido también por bibliografia mientras la longitud se
ira variando de acuerdo con como se vaya alargando la célula por la interaccién.

Por dltimo, el modulo de Young del andamio sera introducido por bibliografia y el area sera
definida con un minimo del tamafio que puede llegar a tener un astrocito.

5.2. Construccion del modelo

Eleccidn del " Realizacidn de na
#  Programacion # Evaluacion
software pruebas

Redisefio |f#———

Figura 5-8: Diagrama de bloques de la construccién del modelo. Elaboracion propia.

5.2.1 Eleccion del software para el modelo.

Para hacer la eleccion del software con el que se realizara el modelo, se tienen en cuenta unas
opciones establecidas por bibliografias de software generalmente usados para realizar este tipo
de modelos. Las opciones se evidencian en la tabla 3-1. De las opciones en este momento la
que mas se destaca es Python, puesto que se usa en un gran nimero de articulos en el desarrollo

de modelos para sistema nervioso(Zupanc, Giinther K.H.; Lehotzky, David, 2020), ademas de su
gran versatilidad, y el hecho de que es un software libre.

Sin embargo, para poder realizar una adecuada seleccion del sotfware a utilizar es necesario,
realizar un matriz de decision con diversos criterios a tener en cuenta.

De los software tenidos en cuenta en la tabla 2, se hizo una preseleccion de aquellos tales que
le permitan al usuario introducir o definir sus propias ecuaciones y reglas de forma sencilla y
rapida, de forma tal que quedaban de entre las opciones el software de Matlab y Python. Estas
dos opciones se han visto utilizadas en multiples modelos de los que hemos revisado para guiar
la construccion del propio, permiten no solo la introduccién de informacion sino que mdltiples
formas de representar los resultados obtenidos (numérica, grafica, sonora, entre muchas otras).
Para decidir entre Python y Matlab, se realiz6 una matriz de decision, donde cada uno de los
criterios se evaluaba de 0-5, siendo 0 que no cumplia con el criterio y 5 que lo cumple en totalidad.
La matriz que se ve a continuacién en la tabla 5-2, tiene 6 criterios los cuales son:
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Tabla 5-2
Matriz de decision del software.
Criterio\Software Matlab Python
Costo de la licencia del 4,2 5,0
programa.
Rapidez de ejecucion y 3,5 4,5
uso de maquina.
Compatibilidad con otros 3,0 5,0
entornos.
Simplicidad de cédigo. 3,0 42
Manejo del lenguaje y 5,0 3,0
conocimiento del
software.
Libertad de trabajo. 5,0 5,0
TOTAL 4,0 4,5

-Costo de la licencia: Valor que tiene la licencia del software a utilizar, en caso de Python es un
software libre. Matlab esta disponible gracias a la universidad, sin embargo, se ofrece la version
estudiantes que no tiene todos los paquetes de la misma.

-Rapidez de ejecucion y uso de maquina: Velocidad con la que se ejecuta el algoritmo y el
desgaste que tiene en el equipo.

-Compatibilidad con otros entornos: Compatibilidad que tiene el software con otros softwares o
la compatibilidad que puede tener entre diferentes versiones del mismo, ya que los softwares
sufren modificaciones o actualizaciones constantemente.

-Simplicidad de cédigo: Refiere a la cantidad de lineas de c6digo que se requiere para realizar
cada funcién, el uso de signos de puntuacion y demas.

-Manejo del lenguaje y conocimiento del software: Este criterio califica el manejo del lenguaje y
uso que hatenido la estudiante con el software, la experiencia que tiene en el mismo y la facilidad
que podria representar para si realizar el modelo en ese lenguaje.

-Libertad de trabajo: Posibilidad de introducir ecuaciones o reglas propias del modelo y
representarlas con un algoritmo en el software.

Para evaluar cada uno de los criterios se tuvo en cuenta informacioén obtenida sobre los software
en una pequefia revision bibliografica(Fangohr, 2004) y los criterios del estudiante.

Luego de realizar la evaluacién con ayuda de la matriz de decision se lleg6 a definir que la mejor
opcién de software para realizar el modelo es Python.

5.2.2 Definicion parametros de entrada y salida del programa.

Dado la naturaleza del modelo, y el hecho de que se tengan en cuenta variables desde el
andamio y desde la célula, en este caso el astrocito. Como parametros de entrada se van a tener
solo las variables que vienen desde el andamio, porque la célula no cambia, siempre va a ser un
astrocito, de modo que los pardmetros que tienen que ver con la misma se mantienen constante
en cada uno de los ensayos que se hagan en el modelo.
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Los parametros de entrada desde el andamio seran las caracteristicas fisicas y mecéanicas del
mismo, de modo que aunque el modelo debe tener en cuenta el aspecto quimico del modelo
como lo es su composicién quimica y su naturaleza hidrofilica o hidrofébica estos datos no se
introduciran al modelo de forma directa. Ya que, si se introdujeran de forma directa, el modelo
deberia tener la robustez suficiente para conocer e interpretar su composicion quimica y sacar
conclusiones de esta. Seria necesario que el modelo tuviera una base de datos con los diversos
componentes quimicos que podria tener y las caracteristicas propias de cada uno.

Otro parametro de entrada que va a estar en decision del usuario es n, que representa el tiempo
gue se va a modelar, n representa dias y en el modelo es el nUmero de ciclos que se van a
realizar del mismo.

Como parametros de salida hasta el momento se tiene la energia funcional (en Joules) y el
cambio en diametro de la célula, debida al alargamiento.

Estimacion de parametros:

-Modulo de young bidimensional de la celula(Ec): El esfuerzo realizado por cada uno de los
puntos de adhesion focal es de 10nN(Albert & Schwarz, 2014), este esfuerzo se aplica en la
ecuacion 15, teniendo en cuanta el numero de puntos formados.

La distancia entre dos puntos es de 173.2nm en la horizontal(Coughlin & Stamenovi¢, 2003).

-Area de la matriz de puntos: El area se halla teniendo en cuenta la cantidad de puntos de cada
iteracién, sumando el total de distancias horizontales (173.2nm cada una) y verticales (150nm
cada una). Luego estas dos medidas se suman y se obtiene el area.

-Esfuerzo por la matriz extracelular: Para este valor se usa un valor de 120N en la matriz.

-Longitud celular: Debido a que no se ha determinado como cambia la longitud de la celula, en
las primeras pruebas se va a usar 20um que es la longitud natural de los astrocitos.

-Modulo de young bidimensional del andamio de policaprolactona(Ea): Para obtenerlo se parte
del modulo de young del andamio hallado de forma experimental en diferentes articulos, y que
tiene un valor entre 1,01-1,15MPa(Jian et al., 2018)(Wang et al., 2021).

Luego, siguiendo la relacién entre este y el modulo de young bidimensional descrita por:

=2 (16)
Siendo h: la distancia entre cada capa del andamio y definido por 400um. Se tendria un modulo
de young bidimensional de 404N/m-460N/m.

-Area del andamio: Se tiene la longitud de un astrocito con un minimo de 20um (Miller, &
Zachary,2020) y se le asigna un largo mayor de 30 um asumiendo el fenédmeno de alargamiento
del astrocito dando asi un area minima de 0,9nm?.

5.2.3  Programacion en el software escogido

La programacion se realizo en el software escogido, Python en su version 3.0, haciendo uso del
editor de texto Jupyter. El funcionamiento del programa se describe en la figura 5-9 y la
programacion se encuentra anexada.
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Tras tener la programacion del modelo, lo primero que se hizo fue evaluar que el mismo obtuviera
respuesta n veces que se pusiera a correr el mismo. Los primeros resultados de los calculos de
prediccidn se encuentran en la tabla 5-3. Pero, al realizar un analisis del calculo, se evidencio
gue habia un error en la ejecucion del calculo inicial, pues se estaba considerando un area mayor
gue se usa en la representacion grafica del ovalo formado por la red de puntos de adhesion, sin
embargo en el calculo las distancias debian mantenerse reales y no aproximarse. Razén por la
cual fue necesario hacer un redisefio en la forma como el programa hacia ese calculo.

Tabla 5-3
Primeros resultados de energia de interaccién evaluando la repetibilidad del calculo.
p Energia de Energia de Energia de
untos \ - \ - . -
Dia de interaccién interaccién interaccién
adhesién con 20 N-1 con 20 N-2 con 20 N-3
(mJ) (mJ) (mJ)
0 1 -2,800 -2,800 -2,800
1 3 -2,809 -2,809 -2,809
2 11 -2,819 -2,828 -2,819
3 29 -2,856 -2,837 -2,837
4 61 -2,875 -2,856 -2,856

5.3. Evaluacién del modelo

Anélisis de dentificacion de R
- » - »  resultados y
sensibilidad limites ..
predicciones
Vanéndoz

Diametro de Puntos
de adhesidn focal.
Fuerza de puntos de
adhesion focal.
Modulo de Young.
Area a considerar.

Figura 5-9: Diagrama de bloques de la evaluacion del modelo. Elaboracion propia.

Para evaluar el modelo se sigue la metodologia descrita en el diagrama de la figura 5-10. Lo
primero es el analisis del sensibilidad que sirve para definir la influencia que tiene cada parametro
en la salida del modelo (Renardy et al., 2019), para poder empezar a visualizar cuales son los
puntos debiles del mismo. En este caso, se van a variar cuatro parametros, y se mantendra
constante siempre la longitud inicial y el esfuerzo de la matriz extracelular que vienen dados por
bibliografia.
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Luego, se analiz6 en cuales rangos funcionaban esos parametros para el modelo y por ultimo se
hizo un analisis y comparacion de los datos de prediccion obtenidos por el modelo utilizando
fuentes bibliograficas.

Los resultados de la evalucidon se encuentran en la seccion de resultados, sin embargo se
presento una situacion cuya solucién fue hacer una correccion del calculo y que se describe a
continuacion.

Al hacer el analisis de sensibilidad del modelo, con el parametro del diametro de los puntos de
adhesion focal, se evidencio que a partir de los 0.8um de diametro la energia de la celula
empezaba a fluctuar como se evidencia en la figura 11, al analizar la fluctuacién, se considero
por primera vez que tal vez los puntos de adhesion ocupaban mayor area que la que tenia
presente el astrocito. Al analizarlo se concluyo, que efectivamente el area de los puntos de
adhesion podia ser mayor al area del astrocito, sin embargo lo que estaba causando la
fluctuaciéon no era eso, sino un error en el calculo del area de los puntos de adhesion. Puesto
que se estaba considerendo solo la destancia que habia entre ellos, y no el tamafio que ellos de
por si tenian. Se corrié y se procedio a repetir las pruebas ya realizadas y a continuar con las
que hacian falta.

Energla de interaccion

~3.00
-3.25
-3.50 - .

~3.75 - : »

Energiaim])

-4.00 - E *e
—4.35 -
—4.50 -

—4.75 1

=5.00

o 2 4 G 8 10
Tiempo {dias)

Figura 5-10: Energia de interaccién predicha con un diametro de 0,8 um (Elaboracion propia).
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La primera parte importante en el desarrollo de este modelo como esta descrito en la seccion
de metodologia, era realizar la seleccion de un buen andamio. Para este caso se seleccion6
un andamio de microfibras orientadas en paralelo de poli-e-caprolactona gelatina, como ideal
para el modelo. Este tiene una composicion de 0,1 g/ml de una relacion 1:1 entre la gelatina
y PLC. Este material ha presentado muy buenas respuestas en su uso de andamios para
sistema nervioso (Saracino et al., 2021), se ha usado en multiples combinaciones y permite
unas propiedades quimicas y mecanicas buenas para el desarrollo y la viabilidad celular.

Figura 6-1.Andamio de PCL/gelatina (Saracino et al., 2021)

Ademas, otro factor que toma relevancia al tratarse de un andamio para regeneracion de
sistema nervioso es la microarquitectura que tiene el mismo. Mdltiples estudios han
demostrado que trabajar en andamios con fibras orientadas le permite a la célula reconocer
los patrones y orientarse en pro de esa microarquitectura, ademas de sufrir deformaciones
morfologicas debido a la superficie como es el caso de los astrocitos en este andamio
(Saracino et al., 2021). Todas esas respuestas de la célula al material, son indicativos que
entre ellos ocurre una interaccion que se ve influenciada por factores desde ambos, es por
esto que ese andamio y toda la informacién que se da sobre el mismo y la respuesta que
tienen los astrocitos en é€l, resultan informacion relevante para definir las bases de este
modelo.

Teniendo definido el andamio y luego de extraer las relaciones que se daban entre el andamio
y el astrocito (descrita en la figura 5-3) se empezé el planteamiento del modelo. Este se
empez06 dandole gran importancia a conocer las caracteristicas del andamio, del material y de
la microarquitectura, sin embargo con el avance en el desarrollo y el andlisis del modelo, se
evidencio que la interaccion esta mayormente influenciada por la respuesta de la célula al
material, mas que por el propio material, al menos para el alcance de este proyecto.
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Al buscar entender que informacion se queria lograr con este modelo, se definidé que se queria
dar informacion de la interaccion y una gran forma de partir, era la energia de adhesion, ya
gue es uno de los primeros procesos que sufre la célula cuando entra en contacto con un
material. Es por lo que se parte de los puntos de adhesién focal, porque no es lo mismo que
la célula se adhiera de un punto a que lo haga de otro. La adhesion va a definir la fuerza con
la que célula se adhiere(Coughlin & Stamenovié¢, 2003) y a su vez va a tener consecuencias
sobre morfologia del astrocito (proceso de alargamiento) (Wang et al.,, 2021). El cambio
morfoldgico que sufre la célula toma relevancia porque pasa a ser una respuesta de la célula
a la interaccion como se ve en la evaluacion de este modelo, descritas en la siguiente seccion,
ademas de que las longitudes y &reas iniciales son sobre las que se hacen los diversos
esfuerzos y por ende tiene influencia directa en la energia de interaccion.

Por dltimo, pero no menos importante la influencia del andamio en esta interaccién sigue
existiendo, aunque ya no es la base de la misma, al ser una relacién bidireccional tanto como
la célula ejerce un esfuerzo sobre el material, de igual forma el mismo va a responder de
acuerdo a sus caracteristicas mecanicas que estan influenciadas directamente por sus
caracteristicas fisicas.

Al estudiar el fendbmeno que se queria representar, y entender como interactla el astrocito
con el biomaterial, se define que el modelo se comprende de una serie de ecuaciones en que
aporta una idea de la energia de la interaccién que ocurre. Por temas de alcance y de la forma
como se aborda el modelo, no se llega a hacer analisis molecular con un software mas
especializado.

6.1. Naturaleza y relaciones del modelo

Para poder representar la interaccion que ocurre entre el astrocito y el andamio, se parte del
hecho que para el alcance de este proyecto se iban a tener en cuenta Gnicamente propiedades
fisicas y mecanicas, es asi como se estudia el fendmeno de adhesiéon y se encuentra la
manera de representar el mismo en términos fisicos. El astrocito se adhiere al material con
ayuda de unas proteinas (Moeton et al., 2016), estas moléculas forman un complejo que se
define como puntos de adhesién; los puntos de adhesidon aunque no son puntos se pueden
representar de esta formay llegan a tener un didmetro y forma diferente de acuerdo al material
en el que se esta adhiriendo, al adherirse estos, generan un esfuerzo. De esta forma se tienen
las primeras dos variables a tener en cuenta, fuerza y area de los puntos de adhesion (ya que
al formarse mas ya no existe solo el didmetro del mismo sino el area que cubren). Ademas,
naturalmente se sabe que la capa protectora de la célula (matriz extracelular), responde a los
estimulos a los que se somete cualquier célula, en este caso la respuesta de interés es el
esfuerzo que va a hacer la misma, combinado con la longitud por la cual se realiza ese
esfuerzo, en este caso seria la longitud inicial del astrocito.

Por otro lado, no menos importante, se tiene el biomaterial, que como se menciona muchas
veces en este documento, la interaccion es bidimensional, por esto, el andamio va a responder
a los estimulos de la célula teniendo en cuenta sus propias caracteristicas, en este caso, el
area a considerar y el médulo de Young que es una caracteristica intrinseca (Kennedy et al.,
2016) del mismo.
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Estas caracteristicas y la forma como ellas se relacionan entre si, se representa en la figura
6-2, donde las lineas de diferentes colores representan si las caracteristicas corresponden al
astrocito o al biomaterial. Los cuadros en rojo representan lo que se espera poder predecir
con el modelo, que es la energia de la interaccién y alguna idea del cambio morfolégico que
se espera de los astrocitos en este tipo de interaccidon de acuerdo con lo visto en literatura
(Saracino et al., 2021).

Astrocito 1 Biomaterial
| Esfuerzo
matriz
I l extracelular
Morfologia i
Puntos_ f:!e (longitud Modulo de Area del
adhesion inicial) Young andamio
Fuerza Area
e ENERGIA DE
INTERACCION
Cambio en la . |

morfologia celular

Figura 6-2. Diagrama representacion de relaciones del modelo (Autoria propia, 2022).

Las caracteristicas fisicas y mecanicas descritas anteriormente se extraen del fenbmeno que
ocurre entre el astrocito y el biomaterial, este fenédmeno “fisico” se representa en la figura 6-3
y ocurre cuando el astrocito entra en contacto con la superficie, en este caso el biomaterial.

El astrocito representado en esa figura como un 6valo con una longitud inicial (1), se pone en
contacto con el biomaterial cuando se cultiva en el mismo, con el paso de los dias, el astrocito
empieza su proceso de adhesion, a través de la formacion de puntos de adhesion. Estos
puntos de adhesion son en realidad complejos de proteinas con forma y didmetro especifico
(3), que responden a la microarquitectura a la cual se adhieren con un esfuerzo (4). Ademas,
la matriz extracelular del astrocito genera un propio esfuerzo (2) al ponerse en contacto con
la superficie del biomaterial, este esfuerzo es propio de la matriz y presenta pocas variaciones.
Por altimo, el esfuerzo del biomaterial (6) va a ser la respuesta a los esfuerzos producidos por
la célula, lo que quiere decir que es contrario a los esfuerzos tanto de la matriz extracelular (2)
como de los puntos de adhesion (4). Igual, aunque en el diagrama se representa un solo punto
de adhesion es importante recordar que estos se van formando a lo largo del tiempo, siguiendo
las ecuaciones que se describen en la siguiente seccion.
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Figura 6-3. Diagrama de cuerpo libre astrocito-biomaterial. 1.Longitud inicial del
astrocto,2. Esfuerzo de la matriz extracelular, 3. Diametro de puntos de adhesion focal,
4. Fuerza de cada punto de adhesion focal, 5. Area del andamio a considerar, 6. Médulo
de Young bidimensional del andamio (Autoria propia, 2022).

6.2. Ecuaciones del modelo
Ecuacion principal:
Esp = —(EcAup + EyLo —EsA)) (1)

Donde,

E ., representa el médulo de Young bidimensional de las microfibras de actina que se van
orientado a medida que surgen los puntos de adhesion focal en el astrocito. Se mide en
Newtons sobre metro (N/m).

AMp, representa el area de los puntos de adhesién focal que se forman en la célula cuando
se adhiere. Se mide en metros cuadrados (m?).

De forma que ECAMp, representa la energia que invierte la célula en adherirse al andamio.
Se mide en Joules (N*m o J).

Ey;, representa el esfuerzo de la matriz extracelular. Se mide en Newtons (N)

L, representa la longitud inicial de la célula que va cambiando a medida que la célula se va
alargando y van surgiendo los puntos de adhesion focal. Se mide en metros (m).

De forma que Ey;Lg, representa la energia que invierte la matriz extracelular en el proceso
del alargamiento. Se mide en Joules (N*m o J).

E 4, representa el modulo de Young bidimensional del andamio, que se activa en respuesta
de los esfuerzos a los que esta sometido por la presencia del astrocito. Se mide en Newtons
sobre metro (N/m).
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Ay, representa el area del andamio que se esta teniendo en cuenta, en este caso el area del
astrocito. Se mide en metros cuadrados (m?).

De forma que E 4A4, representa energia que responde del andamio en la interaccion. Se
mide en Joules (N*m o J).

H, representa al final la energia de interaccion involucrada entre el astrocito y el andamio. Se
mide en Joules (N*m o J).

En proceso de interaccién se busca que la energia que se requiere y se libera en la misma se
pueda minimizar, para optimizar los procesos. Es decir, que, en este caso al hacer los analisis
de los valores arrojados en la energia de esta interaccidén, entre menor sea la energia se
puede concluir que la interaccion es mejor.

La ecuacioén se representa como negativa debido a que se da informacién de la energia desde
el punto de vista del astrocito, es decir, la energia que tendria que invertir el mismo para poder
llevar a cabo la interaccion. La energia es invertida por el astrocito, es decir, se podria
considerar que el astrocito la pierde para poder llevar a cabo el proceso de adhesion en el
andamio, esto representa el signo negativo de la ecuacion. El astrocito invierte la energia
fabricando puntos de adhesion y usandolos a través de una serie de esfuerzos en adherirse
al material. Entre mas energia invierta, aunque se puede considerar un proceso negativo para
el astrocito, mejor es la adherencia, y tener una buena adherencia y orientacion en relacién al
andamio en el que se esta desarrollando facilita la viabilidad celular y la comunicacién entre
células.

Para poder utilizar la ecuacién anterior, es fundamental encontrar la ecuacion que define como
surgen los puntos de adhesion, este proceso se describe en la metodologia y se obtiene como
ecuacion definitiva:

P=%1%P+2(i-1)* (2

Esta ecuacion tiene una condicion inicial de P1=1, sin embargo, para facilidad de este modelo,
el Pirepresenta el dia 0, por otro lado la ecuacion se limita hasta el ciclo 12 debido a que de
acuerdo a lo visto en el articulo base sobre la relacion entre el astrocito y el andamio (Saracino
et al.,, 2021), los astrocitos pueden forman alrededor de 1000 puntos de adhesion como
maximo, y en ese ciclo la célula tiene un total de 1013 puntos de adhesién. Se define este
valor como maximo y se establece que a partir de ese ciclo (que representa el dia 11 en dias),
la energia de un astrocito se estabiliza y se mantiene constante.

6.3. Programacion del modelo

La programacion se hace en Python 3.0 y se encuentra en el anexo 2. PruebaSimulacion.ipynb
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INICIO DEL MODELD

Introducir el numero de ciclos a
evaluar

ise
completaron

iMenos de
12 ciclos?

Calcular las posibles ubicaciones de
puntos de adhesion

Calcular el nimero de puntos de
adhesion
Ubicar de forma aleatoria los
puntos de adhesion

Hallar el area de la matriz puntos de

e Graficar cantidad y puntos de
adhesion

Calcular la energia de interaccion

Fin del programa

Figura 6-4: Diagrama de bloques de la programacion.

6.4. Predicciones y calculos del modelo

El modelo parte de la formacion de los puntos de adhesion focal, estos se dan cuando la célula
se adhiere a la superficie y van a determinar la energia de interaccién, asi como también los
cambios morfolégicos que sufre la célula. La distribucién de los puntos de adhesién sigue una
geometria triangular equidistante, se forman el nimero de puntos de acuerdo con la ecuacion
2 en cada ciclo, y se distribuyen de manera ramdonizada con mayor tendencia hacia la
horizontal. Luego de tener ubicados los puntos se hace el calculo de la prediccion de la energia
de interaccion. Las figuras de la 6-5 a la 6-19 son un ejemplo de la distribucién y prediccion
de la energia de interaccion realizada por el modelo del dia O al dia 14. Se evidencia como a
partir del dia 11, dejan de surgir nuevos puntos de adhesion y la energia se mantiene
constante.
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Figura 6-9. Simulacién puntos de adhesién dia 4 (Autoria propia).
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Figura 6-13. Simulacién puntos de adhesion dia 8 (Autoria propia).
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Figura 6-14. Simulacién puntos de adhesion dia 9 (Autoria propia).
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Figura 6-16. Simulacién puntos de adhesién dia 11 (Autoria propia).
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Figura 6-17. Simulacién puntos de adhesién dia 12 (Autoria propia).
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Figura 6-18. Simulacién puntos de adhesién dia 13 (Autoria propia).
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Figura 6-19. Simulacién puntos de adhesion dia 14 (Autoria propia).

La figura 6-20 representa un ejemplo de los valores para la energia de interaccion predicha
por el modelo a lo largo de los dias, se evidencia como esta energia decrece con el paso de
cada ciclo, no de forma lineal si no mas de forma exponencial, siguiendo la naturaleza del
modelo. Se evidencia ademas que la energia va decreciendo que es lo que se busca que la
célula haga siempre.

Figura 6-20.
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Luego se realizé un ensayo de repetibilidad, teniendo en cuenta que el algoritmo ubica los
puntos de adhesion de forma aleatoria, se esperaba que hubiera variacion en el célculo de la
energia a lo largo de los diversos dias, aun cuando se usaran los mismos datos iniciales para
todos los ensayos, los resultados se ven en la siguiente tabla.

Tabla 6-1
Resultados energia de interaccion evaluacion de la repetibilidad del modelo.
Energia de Energia de Energia de Energia de Energia de
Dia Punto§ ’de interaccién interaccién interaccion interaccion interaccion
adhesion con 20 N-1 con 20N -2 con 20N -3 con 20N-4 con 20N-5
(mJ) (mJ) (mJ) (mJ) (mJ)
0 1 -2,800 -2,800 -2,800 -2,800 -2,800
1 3 -2,811 -2,811 -2,811 -2,811 -2,811
2 11 -2,821 -2,821 -2,821 -2,832 -2,832
3 29 -2,843 -2,843 -2,843 -2,843 -2,843
4 61 -2,865 -2,865 -2,865 -2,865 -2,865
5 111 -2,887 -2,887 -2,887 -2,887 -2,898
6 183 -2,909 -2,909 -2,909 -2,909 -2,920
7 281 -2,931 -2,941 -2,941 -2,941 -2,941
8 409 -2,952 -2,963 -2,974 -2,974 -2,963
9 571 -2,985 -2,996 -3,007 -3,007 -2,985
10 771 -3,018 -3,029 -3,039 -3,040 -3,018
11 1013 -3,051 -3,061 -3,083 -3,072 -3,051

Tal como se esperaba del modelo, se evidencia una variacion en los diversos ensayos, aunque
algunos valores se mantienen constantes, o pueden repetirse en algunos dias de la simulacion
la variabilidad existe, lo que es un indicador de que el modelo esta funcionando bien y que el
algoritmo esté haciendo su trabajo al ubicar con aleatoriedad los puntos de adhesion. Algunas
cosas a tener en cuenta es que en los primeros dos ciclos, la energia predicha se va a
mantener constante, esto porque el modelo parte de la idea de que el primer punto de
adhesion se ubica en el centro de la célula, y en el segundo ciclo al formarse solo dos mas
estos se ubican en su horizontal siempre, por la tendencia de horizontalidad, que esta dada
porgue los puntos de adhesion nuevos, se ubiquen primero sobre el eje x antes de hacerlo

sobre el “y”.

6.5. Evaluaciéon del modelo

Teniendo ya listo la programacién del modelo, se procede a realizar su evaluacion siguiendo
la metodologia ya descrita.

6.5.1 Fuerza ejercida por los puntos de adhesién focal

El analisis de sensibilidad inicia variando la fuerza que ejerce cada uno de los puntos de
adhesién entre 10y 20 N, los resultados se evidencian en la figura 6.21:
57
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Figura 6-21. Prediccion de energia de interaccién aplicando diversas fuerzas en los
puntos de adhesion (Autoria propia).

Un factor a considerar antes de poder analizar los valores consignados en esta y en las otras
figuras que salen de las predicciones hechas por el modelo, es que los valores se expresan
aqui con 3 cifras significativas para el caso de la energia de interaccion y con dos cifras para
el caso del area de los puntos de adhesion.

Esto sirve para entender porqué, aungue la fuerza cambia, las primeras predicciones se
mantienen constante para todos los valores, esto es porque aunque hay variacién como solo
se tiene un punto de adhesiéon el cambio no se alcanza a apreciar en la tabla debido a las
cifras significativas. Se evidencia como respuesta que entre mayor sea la fuerza, menor se
hara la energia, pues los puntos de adhesion son los que ayudan al astrocito a ganar
estabilidad sobre el biomaterial.

6.5.2 Diametro de puntos de adhesién focal

Luego de realizar los ajustes pertinentes en el modelo, se procede a evaluar el modelo en
relacion al cambio en el diametro de los puntos de adhesion siguiendo lo dicho en el articulo
de Moeton, donde el diametro de los puntos de adhesion focal va de 0.004 um a 4 um (Moeton
et al., 2016) obteniendo lo siguiente:
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Figura 6-22. Diagrama energia de interaccion y area final de puntos de adhesion
variando el didametro de los mismos (Autoria propia).

Tal como se mencion6 en algun otro momento en este documento, el modelo demuestra que
hay una respuesta en el area de los puntos de adhesion que como era de esperarse esta
relacionada con el diametro de estos como se ve en la figura 6-22. Ademas, la energia
predicha se hace cada vez mas negativa a medida que el area se hace mas grande.
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Figura 6-23. Relacién area final de matriz de puntos y didmetro de puntos de adhesion,
variado entre 4 nm y 4000 nm (Autoria propia).
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De acuerdo, a la figura 6-23, en algun punto entre 40nm y 400nm los puntos de adhesién
llegan a un limite en el que su area supera el area de los astrocitos que es de 314 umz2 (Miller,
& Zachary,2020), es por esto que se hace un andlisis mas detallado de ese rango obteniendo
la gréfica presente en la figura 6-24.
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Figura 6-24. Relacién area final de matriz de puntos y diametro de puntos de adhesion,
variado entre 40 nm y 400 nm (Autoria propia).

Este punto es un punto critico, pues es a partir del cual la célula presenta cambios
morfoldgicos.

6.5.3 Modulo de Young bidimensional del andamio

La evaluacion en términos del mdédulo de Young se hizo variando el médulo de Young
bidimensional entre 304 y 504 N/m, los resultados se consignan en la tabla 6-2 y las
predicciones finales se muestran en la figura 6-25.

Tabla 6-2
Resultados energia de interaccion variando médulo de Young bidimensional entre 304-504
N/m.

Energia de Energia de Energia de Energia de Energia de

Dia Puntos de interaccion interaccion interaccion interaccion interaccion
adhesioén con 304 con 354 con 404 con 454 con 504
N/m (mJ) N/m (mJ) N/m (mJ) N/m (mJ) N/m (mJ)
0 1 -2,824 -2,825 -2,824 -2,825 -2,825
3 29 -3,645 -3,646 -3,646 -3,465 -3,646
6 183 -4,532 -4,384 -4,341 -4,235 -4,383
9 571 -5,278 -5,418 -5,418 -5,418 -5,278

11 1013 -6,056 -6,209 -6,330 -6,209 -6,193
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Figura 6-25. Relacion prediccion final de energia de interaccion y moédulo de Young
bidimensional del andamio, variado entre 304 N/m y 504 N/m (Autoria propia).

El analisis de sensibilidad del médulo de Young hasta este punto de la evaluacién del
modelo es el unico que ha mostrado un comportamiento particular pues, en la figura 6-25
se evidencia como la energia llega a un minimo con el valor de 404 pero, a medida que
el médulo de Young se aleja de este, se va haciendo mayor la energia. Esto puede
explicarse debido a que para que el astrocito se desarrolle el medio en el que lo hace
debe cumplir con unas caracteristicas particulares, entre esas esta la dureza, que se
representa matematicamente con el modulo. De forma que el andamio sea mas duro o
blando, esto tiene una repercusion negativa en la interaccion pues, se aleja de las
caracteristicas optimas que han demostrado funcionar para el desarrollo de astrocitos
(Saracino et al., 2021).

Aunque la energia de interaccion al compararla a lo largo de los dias no representa un
cambio en el comportamiento como se evidencia en la figura 6-26, no se debe ignorar la
escala en la que el astrocito libera energia y como al comparar mas de cerca se ve un
cambio en el comportamiento que pasa a ser significativo.
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Figura 6-26. Prediccion energia de interaccién a lo largo de los dias con diferente valor en
el médulo de Young (Autoria propia).

6.5.4. Area del andamio

Para evaluar el area del andamio que se esta considerando en el modelo, se cambia esa area
por su doble, su triple, su media y su tercio; para asi tener un espectro alto de la misma para el
analisis.
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Figura 6-27. Prediccion energia de interaccion a lo largo de los dias con diferente valor en el
area del andamio considerada (Autoria propia).
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Figura 6-28. Relacidn prediccion final de energia de interaccion y area del andamio, variado
entre la mitad y el triple (Autoria propia).

Como se evidencia en la figura 6-27, al variar el area considerada del andamio, esta no
representa una diferencia significativa ni en magnitudes, ni en comportamiento de las
predicciones del modelo. Los valores para todas las areas son similares sobre todo en los
primeros dias, luego su influencia se vuelve un poco mayor, esto puede deberse a que en los
primeros dias los puntos de adhesién caben en el area considerada, pero a medida que pasan
los dias, el &rea ocupada por los puntos de adhesién se hace cada vez mas grande. Por otro
lado, la figura 6-28 permite concluir que si se quiere una prediccién que no se ve afectada por
este valor, se debe mantener el area entre el valor inicial y su doble, ya que cuando se aleja
de este valor, la energia empieza a oscilar.

Es importante tener en cuenta que todos los valores y condiciones representadas en este
modelo corresponden a un andamio de microfibras paralelas y se establece la premisa de que
el astrocito se va a adherir a lo largo de esta. Esto es importante porque en caso de que se
cambie la microarquitectura del andamio, es necesario cambiar aspectos del modelo, para
hacer una prediccién correcta. Entre los aspectos que deberian variarse en caso de tener un
andamio en el que ocurra un entrecruzamiento de fibras, estan el médulo de Young que esta
limitado por la microarquitectura del andamio, y la geometria de los puntos de adhesion y su
ubicacion. En algunos articulos se evidencia que para el caso de las microfibras alineadas
donde la célula sufre un fenémeno de alargamiento, los puntos de adhesiéon son mas circulares
y de un tamafio mayor, mientras que en otras geometrias en las que la célula se mantiene
esférica estos puntos de adhesion tienden a ser mas alargados (Moeton et al., 2016).

La energia de interaccion proporcionadas por el modelo, deben considerarse como un
acercamiento y nunca como una representacion exacta. Desde el inicio del proyecto se busco
entender y representar de una manera precisa el fenébmeno, sin embargo, al tratarse de un
modelo en base bioldgica las predicciones no son del todo exactas ni constantes. El andlisis
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gque se hizo del modelo buscaba entender y concluir de lo que se podia inferir del
comportamiento de los valores predichos, mas que de su magnitud.

La magnitud del modelo no es comparable con ningln otro modelo hasta el momento, pues
se representd un caso de interaccién demasiado especifico que no habia sido representado
hasta el momento en la literatura. Se partié de lo més pequefio al considerar una sola célula
para definir las ecuaciones, lo cual puede generar una diferencia con otros modelos que
representan desde el inicio una red celular. La validacién de este modelo deberia incluir una
fase experimental con el andamio especifico y astrocitos, hacer mediciones y escalar estas
mediciones a una sola célula, que en la vida real es dificil de aislar.

6.5.4. Cinéticade crecimiento de los astrocitos

Por ultimo, para hacer una evaluacion mas completa se hace un acercamiento a cuanto seria
la energia interaccion al considerar el desarrollo que tienen los astrocitos. Para ello se usan
los datos de densidad celular extraidos del modelo de cinética celular de los astrocitos de
Goldman (Goldman & Chiu, 1984) extrayendo los valores de la figura 6-28 y las predicciones
de energia de interaccion a lo largo de los dias del modelo propio recopiladas en la tabla 6-1.
Obteniendo las figuras 6-29 y 6-30:

a8

B

»a

i F
CELL DENSITY X0/ cm

CREE
DAY
Figura 6-28. Modelo de cinética celular de astrocitos (Goldman & Chiu, 1984).
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Figura 6-29. Prediccion energia de interaccién en relacion con la densidad celular de los
astrocitos (x10%cm?) (Autoria propia).

La energia se calcul6 teniendo en cuenta que cada dia se producian nuevas células, esas
células iniciaban su proceso en la energia de interaccién del dia inicial, ya que, cada dia
estudiado, algunas células llevaban solo tres dias de desarrollo mientras las Gltimas ya
llevaban mas de once dias, esto cambia la energia de interaccion y es un aspecto para tener
en cuenta en los calculos.

Este célculo es un acercamiento de como funciona la energia de interaccién cuando uno tiene

varias células, se tiene en cuenta que cada célula libera la energia de interaccién predicha por
el modelo y que el andlisis se hace para un andamio con un area de 1 cm?,
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Figura 6-30. Prediccion energia de interaccion a lo largo de los dias de un cultivo de astrocitos
(Autoria propia).
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La respuesta de este acercamiento permite evidenciar como la energia se hace cada vez mas
negativa a medida que pasa el tiempo y aumenta el nUmero de las células. Esto se debe a que
se tiene en cuenta la energia de todas las células, esta energia no es lineal porque responde al
modelo de cinética celular y, ademas, responde al hecho de que no todas las células tienen la
misma energia de interaccion con el paso del tiempo.

Seria necesario profundizar en como interactdan las células entre ellas y como afecta esa
interaccion su propia energia, sin embargo, lo que si se concluye al final de la grafica en la figura
6-30 es que al igual que pasa con una sola célula, la energia se hace cada vez mas negativa y
tiende a estabilizarse con el paso de los dias. Este proceso toma mas tiempo que el que le toma
a una sola célula, y va a seguir cambiando hasta que la densidad celular se haya estabilizado y
a su vez todas las células hayan logrado su estabilidad. Otra cosa que se evidencia en la figura
6-30 es que a partir del dia 13 los cambios dejan de ser tan abruptos, esto se debe no solo a que
a partir de alli la densidad celular deja de aumentar de forma significativa, sino que se debe a su
vez al hecho de que en ese punto una buena parte de los astrocitos ya estabilizaron su energia
de forma individual.

Para finalizar es importante recalcar que, aunque el modelo se planteo de forma tedrica, tiene
fuertes bases de la revision bibliogréafica de experimentos y planteamientos hechos por diversos
autores. La naturaleza del modelo se determin6 basada en varios modelos ya desarrollados y
validados de forma experimental encontrados en la literatura. Las ecuaciones se plantearon
considerando el comportamiento de los astrocitos descrito por autores luego de hacer ensayos
experimentales, cada valor o rango utilizado en los calculos se extrajo de literatura y tiene
fundamento en la realidad del fendmeno biolégico y fisico. El proceso del planteamiento fue
meticuloso al respetar las leyes de la fisica y los comportamientos reales de los diversos procesos
gue sufre el astrocito. La simulacién responde a las ecuaciones planteadas y mantiene la
aleatoriedad que se presenta en ensayos reales. Por Ultimo, pero no menos importante al analizar
la respuesta del modelo a los cambios en los valores, se evidencié coincidencia en el
comportamiento de la energia de interaccién y lo que se sabe de como responden los astrocitos
a cambios en el andamio a través de la literatura. Es decir, la energia del astrocito predicha por
el modelo, evidencia el comportamiento de los astrocitos registrado en la bibliografia a lo largo
de los afios.
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El modelo propuesto evidencia que el diametro de los puntos de adhesion y la fuerza que
ejercen los mismos, son las variables que mayor influencia tienen en la energia de interaccion
entre la célula y el astrocito. Ambas variables son caracteristicas del astrocito, pero son la
respuesta que tiene él a la microarquitectura del andamio, por lo tanto, cualquier cambio en el
andamio es representa un cambio de estas variables de la célula.

La evaluacion de sensibilidad que se le realizé al modelo respecto al area de los puntos de
adhesion permitié indagar sobre la prediccion de los cambios morfolégicos que sufre el
astrocito, puesto que el area ocupada por lo puntos de adhesién es cada vez mayor con el
paso de los dias. Y al variar el diametro de cada uno de los puntos de adhesion se encuentra
gue cuando el diametro es mayor de 300nm no es posible que la célula los genere en su
totalidad sin sufrir cambios morfol6gicos, ya que a partir de alli el area de los puntos es mayor
al area de la célula. Sin embargo, seria necesario profundizar que determina de forma exacta
el didmetro de los puntos de adhesion y la morfologia de estos para entender mejor el
fendmeno del cambio morfolégico que ocurre en la célula debido a este y cual seria ese
cambio. Por ahora solo se concluye que hay un cambio en su area, pero no se puede
especificar nada mas.

La respuesta de la prediccion hecha por el modelo propuesto al cambio de las caracteristicas
directas del andamio como su modulo de Young y su area considerada para el célculo, no
evidencia un comportamiento ni directa ni inversamente proporcional con los valores, sino que
muestra como entre mas se alejen los valores estas caracteristicas de los 6ptimos para la
célula, mayor es la energia de interaccion predicha, es decir mas dificil es para la célula
generar un interaccion y requiere mas energia para adherirse al andamio.



Al analizar las predicciones del modelo cambiando las caracteristicas de la respuesta celular
es decir, la fuerza de los puntos de adhesion focal y el diametro de estos, se observa un
comportamiento inversamente proporcional, es decir, entre mayor sea la fuerza o el diametro
menor es la energia de interaccion, esto comprobaria que la célula cambia esas
caracteristicas para hacer mas sencilla su interaccién con el andamio. Sin embargo, en algin
punto hacer cambios en estas caracteristicas deja de ser viable energéticamente para la célula
por ejemplo, no puede hacer el diametro de los puntos de adhesién de 4000nm porque esto
implicaria para la misma triplicar su tamafio, lo cual deja de ser viable.

El modelo predice la energia de interaccion entre un astrocito y un andamio de poli-e-
caprolactona-gelatina con fibras electrohiladas orientadas sobre la horizontal, y el estudio de
las variables involucradas en el modelo responde a estas caracteristicas en especifico, es por
esto que cualquier cambio en el andamio, representaria un cambio en el modelo.



8 Recomendaciones

Pesd?_éagioingenieria se recomienda para mejorar el modelo y hacerlo cada vez mas cercano a
a realidad:

Hacer un estudio mas profundo de los puntos de adhesion del astrocito y la influencia del material
y las caracteristicas del andamio con el que este esta interactuando para poder determinar una
ecuacion de esta relacion que haga mas exacto el modelo.

Entender como se da el proceso de adhesion celular a nivel de proteinas y llevar este proceso a
un lenguaje matemético que se pudiera incluir en el modelo.

Tener en cuenta como se da el desarrollo de una red de astrocitos a lo largo de los dias,
representar sus diferentes procesos con ayuda de microestados, y asi pro?oner un modelo que
integre la interaccion astrocito-biomaterial y pueda dar informacion sobre el desarrollo del tejido.

Integrar procesos metabolicos de los astrocitos que se ven influenciados por el lugar donde se
esté desarrollando.

Estudiar como influye en la interaccion la morfologia celular y hacer cambios en la misma, pues
por simplicidad y alcance este modelo analiza los astrocitos como si fueran esféricos y tuvieran
una tendencia al alargamiento, pero se sabe que su morfologia es realmente muy variada ya que
presentan una alta diversidad estructural.

Para iniciar con la validacion del modelo de forma experimental, se recomienda iniciar con un
cultivo de astrocitos en un andamio con las mismas caracteristicas que el tenido en cuenta en el
modelo, y evaluar con ayuda de microscopia de fluorescencia la aparicion de los puntos de
adhesion a lo largo de los dias y el didmetro de los mismos.
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