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RESUMEN

En este proyecto se persigue desarrollar un modelo computacional del nicleo de una célula
cancerosa extraida de un fibrosarcoma. La creacion de este modelo tiene como fin principal
ayudar en el estudio de la migracién celular y de la extravasacion del cancer. Para definir sus
caracteristicas elasticas, se realizard sobre el mismo un ensayo numérico equivalente al ensayo
llevado a cabo en un laboratorio con un microscopio de fuerza atomica. Se busca que los
resultados obtenidos en ambos casos sean idénticos. Finalmente, se analizaran las tensiones que
aparecen en el nucleo durante el ensayo y se definira la rigidez del mismo a partir de las
deformaciones observadas.






ABSTRACT

The main objective of this project is to develop a computational model of the nucleus of a
cancerous cell extracted from a fibrosarcoma. The creation of this model has the aim of helping
with the study of the cell migration and the cancer extravasation. A numerical trial model,
equivalent with the test made in the laboratory with an Atomic Force Microscope, will be made
in order to define its elastic characteristics. The objective is to obtain identical results on both
cases. Finally, the strains that appear on the nucleus during the trial are going to be analyzed and
the rigidity of the nucleus will be defined from the observed deformations.
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1 INTRODUCCION

1.1. Motivacion, importancia del trabajo y puesta en situacion.

Hoy en dia la relevancia de la mecénica en el comportamiento del cuerpo humano es conocida
por todos. Con el paso de los afios se ha ido indagando mas y mas en los diferentes papeles que
esta pueda jugar en los procesos vitales, determinando como afectan las propiedades fisicas de
los distintos tejidos en el desenvolvimiento de sus funciones. A dia de hoy incluso se presenta la
oportunidad de modificar sus propiedades para mejor su comportamiento.

La biomecénica lleva estudiando estas cuestiones como disciplina desde el siglo pasado y son
enormes los avances producidos desde entonces. Entre las distintas subdisciplinas en las que se
divide, el estudio a nivel celular cuenta con una importancia capital. Pues, al fin y al cabo, los
seres vivos estan formados por células y sera el estudio minucioso de estas el que aporte luz sobre
su funcion.

Existen aproximadamente 200 tipos de células en el cuerpo humano con muy distintas, y a su vez,
concretas propiedades y funciones. Por ello, son infinitos los estudios que se pueden realizar para
ampliar la informacién sobre ellas. Algunos avances recientes destacan el comportamiento
elastico celular como el factor limite y condicionante en una gran cantidad de procesos, entre ellos
destaca la migracion celular o el flujo de la corriente sanguinea.

Este ultimo lleva siendo un quebradero de cabeza para los expertos desde hace varias décadas. A
la hora de analizar el flujo sanguineo, este se considera un fluido newtoniano e incompresible
cuando circula por las “gruesas” venas y arterias. Sin embargo, su analisis se complica cuando
hablamos de los capilares, pues estos llegan a ser de dimensiones menores a las de los glébulos
rojos. En estas situaciones la sangre deja de comportarse como un medio continuo. Para que el
riego sanguineo pueda llegar a todos los puntos de nuestro cuerpo, y asi aportar los nutrientes
necesarios, los glébulos rojos se someten a grandes deformaciones. La capacidad de los mismos
para adaptarse al medio fisico que deben ocupar recae principalmente en sus propiedades
elasticas. Propiedades muy manipulables y causa de capitales problemas de salud. Enfermedades
tales como la malaria afectan a dicha capacidad eldstica rigidizando el glébulo rojo y dificultando,
de esta forma, el transporte de oxigeno en nuestro organismo.

Por otro lado, la migracion celular es un proceso sino mas importante que el antes mencionado.
La cicatrizacion, la respuesta del sistema inmunoldgico y la formacion de tejido durante el
desarrollo embrionario dependen fundamentalmente de ella. Es por lo tanto responsable de la
formacidn, el crecimiento y la regeneracion de los seres vivos. El conocimiento de los
mecanismos que controlan la migracion es una de las grandes motivaciones que impulsan su
estudio, de esta forma se podria controlar su produccidn tanto para acelerarla como para frenarla.

Se han producido grandes hallazgos en este campo de la biomecénica contando ya con varios
datos experimentales. Por ejemplo, se ha comprobado que la célula sufre draméaticos cambios de
forma durante la migracion a través de la matriz extracelular y el endotelio [7]. El endotelio es la
capa que recubre la zona interna de todos los vasos sanguineos.
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Simulacidn computacional de la deformabilidad del nicleo celular E.T.S.I.

Dentro de la célula el nacleo es el organulo més grande y rigido vy, por lo tanto, supondrd una
restriccion limite en la migracion. Se han obtenido pruebas experimentales que afirman que los
grandes cambios morfoldgicos y posicionales a los que se somete el ntcleo dentro del citoplasma
durante el proceso de migracion producen alteraciones en el ADN y comprometen el
comportamiento celular. Durante el dltimo afio se han publicado diversos articulos intentando
ampliar la informacion sobre estas alteraciones.

Por otro lado, algunos de los investigadores intentan obtener un modelo mecéanico-quimico que
describa las tensiones y deformaciones que sufre el nlcleo celular. A partir de estos modelos se
podrian predecir futuros comportamientos, como podria ser la ruptura. Aungue esto aln se torna
dificil teniendo en cuenta los escasos pardmetros que se han podido obtener hasta ahora.

Otro de los puntos fuertes que motivan estos estudios es ampliar el conocimiento sobre la
extravasacion de las células tumorales, proceso que implica la metastasis del cancer. Es por ello
gue la mayoria de los ensayos en los que se basa este trabajo estan realizados con este tipo de
células. Los avances que se estan produciendo estos Ultimos meses podrian dar paso a métodos
para reducir la movilidad y adaptabilidad de los tumores.

La metéastasis del cancer consiste la diseminacion del tumor desde la parte del cuerpo donde se
origino a otros tejidos del cuerpo. Una parte del tumor inicial se desprende y viaja a través del
sistema sanguineo o linfatico hasta que se aferra a otro tejido, formando un nuevo tumor. En este
proceso es crucial el comportamiento elastico de las células cancerosas. Si fuese posible la
modificacion de las propiedades de la célula ya sea para dificultar la division del tumor, asi como
para impedir su movimiento por el sistema sanguineo, muchas vidas podrian ser salvadas.

No solo las propiedades de las células afectan a la migracion, la matriz extracelular también
influye de manera crucial. Ampliar la informacion en este asunto dara facilidades para extrapolar
los andlisis in-vitro a casos reales [4].

Para comprender y poder analizar las tensiones que sufre la célula, en este trabajo se plantea la
creacion de un modelo numérico que se asemeje a la realidad experimental. En la actualidad no
se disponen de datos suficientes para la creacion de este modelo con una gran exactitud y a su vez
este dependeria de cada tipo de célula. La puesta en practica de este modelo daria lugar a conocer
mejor el comportamiento de la célula en distintos entornos y podria facilitar los complicados y
costosos experimentos que se realizan en los laboratorios.

1.2. Biologia celular

Segun lo comentado previamente no cabe duda de que centraremos nuestro estudio en el ndcleo
como organulo clave en el comportamiento elastico de la célula. El nicleo esta compuesto por
dos partes principales y claramente diferenciadas, la envoltura nuclear y la cromatina. En las
células eucariotas la envoltura nuclear separa la cromatina, sustancia de base de los cromosomas
(entre ellos se encuentra el ADN), del citoplasma (region de la célula que se encuentra entre el
nicleo y la membrana celular). Esta envoltura consiste en una doble capa de lipidos junto a una
lamina cortical de proteinas.

La lamina cortical de proteinas, llamada simplemente lamina nuclear, estd situada entre la
envoltura nuclear y la cromatina y estd compuesta tanto por una red entrecruzada de filamentos
de tipo intermedio como por proteinas. La lamina nuclear cumple la funcion de aportar estabilidad
y organizacion a los nucleosomas, unidad fundamental de la cromatina.
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Figura 1.2.1 Envoltura nuclear [botanica.cnba.uba.ar].

La envoltura nuclear es una superficie porosa a través de la cual las moléculas pueden salir y
entrar en el nacleo, principalmente son las proteinas las que realizan este movimiento. Es por
tanto un complejo discontinuo. El paso de las proteinas a través de la membrana es un proceso de
migracion al que también afectan las propiedades mecénicas de ambos intervinientes. Se han
encontrado al menos 10 enfermedades relacionadas con mutaciones en esta region del ndcleo.

El comportamiento del ndcleo como conjunto de todos los elementos que lo constituyen se
considera viscoelastico, dependiendo asi sus deformaciones tanto de las tensiones como de su
derivada respecto al tiempo [1]. Es clave para caracterizar este comportamiento viscoelastico
poder distinguir las aportaciones de cada una de sus partes, esto facilitaria y afiadiria precision en
un posible modelado numérico.

Existen multitud de experimentos para caracterizar el comportamiento mecéanico celular, entre
ellos se quisiera destacar los resultados obtenidos mediante el uso del AFM (Atomic Force
Microscope) y de MPA (Micro Pipette Aspiration). De su uso son varios los resultados obtenidos
hasta ahora, entre ellos se ha formulado una ley potencial para la reologia del ndcleo de una célula
tumoral, ley valida ya sean pequefias o grandes las deformaciones. También se cuenta hoy en dia
con modelos numéricos 2D de un nacleo celular sometido a diversas condiciones de contorno.
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1.2.1. Atomic Force Microscope (AFM)

Un microscopio de fuerza atbmica es un instrumento mecanico-6ptico formado por una punta
(sonda) y por un sistema de medicién optica. El sistema de medicién esta formado por un juego
de laseres y de receptores fotosensibles (Figura 1.2.1.1). La punta es de un material piezoeléctrico
y su radio es de dimensiones hanométricas

La sonda se fuerza a recorrer horizontalmente el area donde esta situada la muestra. Mientras la
punta rastrea la muestra, la placa que la sostiene sufre flexiones verticales que son medidas. Para
medir esta deflexion se hace incidir un laser sobre la placa e inmediatamente después sobre un
fotodetector. El fotodetector detecta las variaciones verticales de la placa y se encarga de
representar el movimiento de la sonda.

e e ]

muestra @ = 3 /;
b
scanner piezoeléctrico

Figura 1.2.1.1 AFM [pardell.es].

Un microscopio de fuerza atobmica es capaz de rastrear la totalidad de la topologia de una
superficie de dimensiones nanométricas creando una vision 3D de la superficie analizada.
También ofrece la posibilidad de medir las fuerzas de reaccion que recibe a su paso.

Hay multitud de formas de analizar la muestra, una de las mas comunes consiste en deslizar la
punta directamente sobre ella aplicando una fuerza constante y detectando las variaciones de
posicién en el eje Z de la sonda. Estas variaciones coinciden directamente con la topografia de la
muestra. Sin embargo, este método puede resultar destructivo en muestras blandas, dafiando tanto
la muestra como la punta. Al ser un ensayo tan agresivo se deteriora el radio de la punta perdiendo
precision a lo largo de la medicién.

Como alternativa, para determinadas muestras se opta por tomar medidas puntuales a lo largo de
su superficie. En este método se hace oscilar la sonda a su frecuencia de resonancia y a amplitud
constante. A medida que la sonda se mueve en el plano horizontal la punta contacta puntualmente
con la muestra registrando su topologia con una alta resolucion.

En materiales conductores existe la posibilidad de medir la intensidad eléctrica que pasaria entre
ély el AFM, dependiendo esta de la distancia entre ambos.

Los investigadores utilizan la gran precision de medida caracteristica de este equipo para obtener
muy buenos resultados (nm). Este instrumento ha ayudado considerablemente en los grandes
avances producidos en la nanotecnologia.
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Sin embargo, en el &mbito de estudio que nos concierne es muy distinto el uso que se le da al
mismo. En este tipo de ensayos se aplica un desplazamiento vertical a la punta midiendo la
deflexion que se produce en el listdn superior del AFM. El objetivo que se plantea es obtener una
curva fuerza-desplazamiento al hacer penetrar la sonda en la muestra. De esta curva se pueden
extraer caracteristicas elasticas que ayuden a conocer mejor el comportamiento mecéanico de la
muestra.

Laser diode Apsp

e,

PSD

Figura 1.2.1.2 Medicidn de fuerzas de reaccion con AFM [2].

En la Figura 1.2.1.2 se observa una representacion simple de este ensayo, donde Z.es la deflexion
del listén en la punta. Esta deflexién sera medida mediante el juego de laseres.

Usando la ley de Hooke se obtiene la fuerza de reaccion que ejerce la muestra (Ecuacién 1.2.1.1).

F=Kx2Z, (1.2.1.1)

Siendo K la rigidez del liston.

Este tipo de ensayos se empled inicialmente en el campo de la Ciencia de los Materiales con el
fin de conocer mejor el comportamiento de los nanomateriales. Dada su versatilidad y precision
rapidamente se comenzd a usar en el ambito de la biologia. El principal objetivo era el de
caracterizar el comportamiento mecéanico de diferentes tejidos del cuerpo.

Recientemente se ha empezado a trabajar con células aisladas. Sometiendo las mismas al contacto
con la punta y analizando la respuesta se pueden obtener datos sobre su resistencia elastica.

1.2.2. Micro Pipette Aspiration (MPA)

En este ensayo se utiliza una micropipeta, es decir, una pipeta de diametro del orden de un
micrémetro. El didmetro de la pipeta serd menor que el tamafio de la muestra a analizar,
légicamente. Para realizar el ensayo se ejerce una diferencia de presion negativa dentro de la
pipeta succionando parte de la muestra. Mediante instrumentos de visualizacién 2D se observa la
deformada dentro de la pipeta y se extraen los resultados.
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= gt — RV

=L

Figura 1.2.2.1 Aspiracion con micropipeta [3].

Este ensayo suele realizarse sobre todo en el campo de la Mecanobiologia, realizandose la
mayoria de los ensayos sobre células eucariotas.

EnlaFigura 1.2.2.1 se ve una captura en 2D del proceso. Sobre esta imagen se mide directamente
el desplazamiento de la célula en el interior de la pipeta (L). Dichos instrumentos tienen
limitaciones, entre las que se encuentra la incapacidad de representar con exactitud la parte de la
célula que queda fuera de la pipeta, por consiguiente, esta se toma como un espacio medio-infinito

[71.

Aplicando una presion constante se puede analizar el comportamiento viscoel&stico de la muestra,
si lo tuviera. Como material viscoelastico, este se deformaria durante un tiempo sin aumentar las
tensiones aplicadas sobre su superficie. Seria otro proceso por el que obtener una serie de
coeficientes que definan sus caracteristicas elasticas. Este ensayo es aplicable a multitud de
materiales.

Mediante este experimento se pueden conocer los limites elasticos de la muestra sin mas que
realizar el ensayo en las condiciones mas adversas. Estas condiciones se dan al disminuir el radio
de la pipeta o al aumentar la presion drasticamente. De esta forma llegaria un punto en el que los
dafos en la célula tras la migracion serian grandes e irreversibles, llegando incluso a la ruptura de
la envoltura nuclear.

A pre-
aspiration

increasing time

DNA

lamin B

Figura 1.2.2.2 MPA en el nucleo de una célula [4].

18



E.T.S.I. Simulacién computacional de la deformabilidad del nicleo celular

Se cuenta con algunos modelos 2D del ensayo MPA [3,7]. Si se somete este modelo numérico a
las condiciones extremas obtenidas experimentalmente, incluso forzando su ruptura, se podran
observar las tensiones que se producen durante el proceso.

En la Figura 1.2.2.2 se muestra un caso real de aspiracién mediante una micropipeta. Este ensayo
se ha realizado sobre dos nucleos diferentes aislados del resto de la célula [4].

Tanto durante el uso del AFM como en el ensayo MPA se tienen que seguir ciertas pautas que
garanticen la exactitud de las mediciones. Estos ensayos se han realizado desde hace afios con
células completas, lo peculiar de algunos casos recientes es el aislamiento previo del nlcleo
(Figura 1.2.2.2).

1.2.3. Aislamiento de un nucleo celular

Este proceso no es trivial en absoluto pues se debe realizar con una repercusion minima en las
caracteristicas del nucleo. El proceso mediante el cual se aisla el nlcleo consta de varias fases [4].
En cada una de estas fases se introduce la célula en un medio liquido distinto, de forma que se va
eliminando de forma paulatina el citoplasma y el resto de los organulos que alberga.

El ndcleo aislado que se obtiene cuenta con pequefias variaciones en su morfologia. Quizas la
mas importante de ellas es que el nucleo sale del proceso ligeramente hinchado debido a la
eliminacion de la presion que ejercia sobre él el citoplasma [4]. Estas deformaciones se pueden
corregir sometiendo al nicleo a nuevos procesos quimicos.

En la Figura 1.2.3.1 aparece un nucleo, ligeramente hinchado después de haberlo extraido de la
célula a la que pertenecia. Posteriormente sera sometido a los procesos que le devolveran su
tamafio y forma original.

Figura 1.2.3.1 Nucleo aislado.
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1.3. Objetivos y organizacion

Este trabajo se centrara en el modelado computacional del nucleo de una célula HT1080 a fin de
obtener pautas sobre su comportamiento elastico. Para definir el material del modelo nos
serviremos de los resultados obtenidos experimentalmente al ensayar la célula en un microscopio
de fuerza atdmica. Se reproducird dicho ensayo en un modelo numérico tratando de que los
resultados se asemejen a la realidad experimental lo maximo posible.

Los principales objetivos son caracterizar la rigidez del ndcleo y analizar las tensiones que se
producen al someterlo a ciertos estimulos exteriores. Se desea comprobar si estos estimulos serian
dafiinos y destructivos para la muestra. A su vez, se podré analizar el cambio cualitativo que se
produciria en los resultados variando las puntas del AFM.

Las constantes que definan el material se obtendran por iteracion comparando los resultados con
los obtenidos por Marina et al. [5]. En sus investigaciones persiguen caracterizar la rigidez
volumétrica del nacleo, para ello analizan la deformabilidad de una célula completa en funcion
de la fuerza aplicada con el AFM. Como conclusion ofrecen varias graficas y un valioso material
digno de estudiar.

El ensayo computacional a realizar consiste en la modelizacion tanto de la punta del AFM como
del nucleo en si. Se aplicard un desplazamiento vertical a la punta que entrara en contacto con el
nucleo. La fuerza de reaccion y las tensiones que se producen como respuesta al contacto son los
resultados que se analizaran.

Posteriormente, una vez que el modelo esté completamente definido y validado, se ensayara con
distintas puntas. El objetivo es comprobar como varia la deformada y las tensiones que aparecen
en funcién del radio de punta empleado. Asi pues, el radio de esta ira decreciendo desde 5 um a
70 nm.

A pesar de que en el ensayo experimental se utiliza una punta conica piramidal, esta serd simulada
como una semiesfera. Esto no afectard a los resultados de forma apreciable.

En el documento se presentan cuatro bloques principales. En el primero de ellos se introducira el
modelo y todas sus caracteristicas. Se definira por completo el material empleado a falta de
calibrar sus constantes.

En los dos capitulos siguientes se detallaran y analizaran los dos modelos numéricos creados. Se
ha realizado tanto un modelo en tres dimensiones como un modelo con elementos axisimétricos.

Finalmente, se muestran y estudian los resultados obtenidos y se introducira brevemente el trabajo
futuro.

Como detalle final se analizaran los resultados a los que se ha llegado a lo largo del trabajo para
obtener a partir de ellos la constante de rigidez volumétrica para el ndcleo. Para la realizacion de
este Ultimo paso se tomaran como ejemplo las ideas expuestas en el articulo [5].
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2 MODELADO COMPUTACIONAL DEL
ENSAYO

2.1. Elensayo

En este capitulo se definira el modelo utilizado, explicando todas sus caracteristicas y las hipétesis
supuestas a lo largo de todo el desarrollo del proyecto con el fin de asemejar el modelo
computacional a la realidad lo méaximo posible.

Como referencia se ha elegido el ensayo realizado por Krause et al. [5] sobre una célula tumoral.
Se ha elegido este por la calidad y claridad de los resultados obtenidos, asi como por la multitud
de informacion que proporcionan. Su objetivo principal es la obtencion de un valor para la rigidez
del ndcleo. En el desarrollo previo a la obtencion de la rigidez se utilizan las curvas Fuerza-
Desplazamiento producidas al ensayar el AFM sobre la célula (Figura 2.1.1). Seran estas curvas
las que se utilizaran para definir los pardmetros que regulan el comportamiento del modelo.

05 00 05 1.0
Penetration (um)

Figura 2.1.1 Curvas Fuerza-Desplazamientos.

Se trata de una célula humana HT1080 wild-type (wp) (Figura 2.1.2). Esta célula es muy usada
en ensayos biologicos y proviene de una muestra de tejido cogida de un fibrosarcoma. El
fibrosarcoma es un tipo de cancer maligno que afecta usualmente a hombres de entre 30 y 40
afios. Se genera en el tejido fibroso del hueso, extendiéndose posteriormente a lo largo del mismo.
Conforme avanza dafia a su vez el musculo que lo rodea.

Pra asegurarse de que no se produjeron dafios en el nacleo durante el ensayo visualizaron la
totalidad del proceso mediante un microscopio confocal. Este tipo de microscopio utiliza técnicas
Opticas para eliminar la saturaciéon de luz producida al iluminar la muestra, de forma que se
obtiene una imagen mucho més nitida
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Figura 2.1.2 Célula HT1080.

2.2. Método de los Elementos Finitos

Existen multitud de formas de realizar un modelo computacional de un ensayo eléstico. Entre
ellos el Método de los Elementos Finitos es conocido por su versatilidad y la precision que pueden
alcanzar los resultados utilizdndolo debidamente.

El método de los Elementos Finitos es uno de los métodos numéricos que surgié como una
extension del método de las Diferencias Finitas para la resolucion de problemas con solidos
deformables. Hoy en dia su aplicacion se ha extendido hasta el campo de la Mecéanica de Fluidos,
Transmision de Calor, Magnetismo...

El método de las Diferencias Finitas propone aproximar la derivada de una funcién en un punto
por sus valores en puntos cercanos. Para ello se discretiza el problema, es decir, se divide el
modelo en pequefios subdominios de geometria mucho méas simple. EI método de los Elementos
Finitos por su parte se basa en encontrar funciones de pequefio soporte que aproximen el
comportamiento del material en cada uno de los nodos en los que se ha discretizado el problema.
Con estas funciones se genera una matriz de rigidez (K) que relaciona los desplazamientos con
las condiciones de contorno en todo el dominio.

KU=F

La resolucidon de esta ecuacion define los desplazamientos en todos los nodos de la malla. Por
consiguiente, mediante las ecuaciones de compatibilidad y la ley de comportamiento se obtienen
las tensiones y las deformaciones.

Serda ABAQUS el programa que se utilizara para resolver el problema.

2.3. Caracteristicas generales del modelo

Como se dijo previamente, se ha comprobado que el comportamiento de una célula se asemeja al
de un material viscoelastico [1]. Dentro de la célula la corteza aporta el comportamiento eléstico
y la mayor parte de la rigidez mientras que la cromatina sigue un régimen viscoelastico mucho
menos rigido [7]. Son muy distintas las propiedades de los distintos organulos que forman el
nucleo, sin embargo, como conjunto su comportamiento se resume en un continuo viscoelastico.
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Su tiempo de relajacion es del orden de 1-300 s. Este experimento se desarroll6 en un tiempo de
mayor orden de magnitud y por lo tanto las caracteristicas viscoelasticas del nucleo no afectan a
los resultados [6,8]. Es decir, se considera que el material se ha relajado completamente cuando
se realizan las mediciones. El material serd considerado elstico a lo largo de todo el ensayo.

A pesar de las diferentes caracteristicas elasticas que muestran cada uno de los componentes del
nucleo, sera simulado un modelo continuo del mismo. Es decir, no se haran distinciones entre sus
componentes. Esto es debido a que de ser asi se afiadiria una gran cantidad de variables al
problema, variables que no se pueden fijar debido a la falta de datos experimentales.

En el articulo se detalla que la altura del nucleo, una vez situado sobre la tablilla del microscopio
atomico, es de 5 um. Utilizando las diferentes instantaneas 2D tomadas durante el ensayo se ha
extrapolado esta medida para obtener el resto de dimensiones.

La Figura 2.3.1 ha sido utilizada como referencia para establecer la geometria del ntcleo, en ella
se ven claramente diferenciadas las distintas partes de la célula, asi como la punta del AFM.

Nucleus Cantilever

Figura 2.3.1 Célula sobre el microscopio atémico. Se
distinguen claramente tres zonas: nucleo (verde),
citoplasma (rojo) y punta del AFM (blanco).

A pesar de que el ensayo en cuestion se realice en el laboratorio con la célula completa, se
modelara computacionalmente tan solo el nucleo, como se detall6 previamente juega un papel
determinante en el comportamiento elastico global. Esta suposicién no implica que los resultados
que se obtengan numéricamente difieran de forma apreciable de los obtenidos en el laboratorio.

La geometria del ndcleo se introduce mediante la siguiente figura (Figura 2.3.2):

e

875

.

Figura 2.3.2 Dimensiones del ntcleo (Solid Edge).
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Las dimensiones de las puntas del AFM empleadas vienen dadas como datos en la informacion
introductoria del articulo y seran tomadas directamente como estas. Se utilizan dos puntas
distintas en el ensayo experimental, la mayor de ellas es una esfera de radio 5 umy la menor es
una punta conica piramidal de radio 70 nm. Ambas seran simuladas como semiesferas para
simplificar el modelo.

A pesar de la forma irregular de una célula humana, y a fin de simplificar los céalculos, esta se ha
asumido simétrica segun el eje perpendicular al plano sobre el que se apoya. Por ello, para reducir
el niamero de elementos, se ha modelado un cuarto del ndcleo aplicando las correspondientes
restricciones cinematicas.

Los resultados y la convergencia del modelo muestran una gran dependencia del mallado. Asi
como para el ataque con la esfera de didmetro mayor no se producen grandes complicaciones, no
ocurre lo mismo con la punta piramidal. Debido al gran incremento en las deformaciones que
sufren los elementos préximos a la misma, el andlisis con una punta de menor radio es mucho
mas delicado.
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Figura 2.3.3 Modelos realizados, axisimétrico (a) y tridimensional (b).

Debera realizarse un mallado especializado en determinadas zonas del modelo debido a que se
prevén deformaciones poco uniformes en la muestra. Se hara menos fino en las zonas alejadas del
contacto ya que esos elementos no sufren tensiones significativas. Con base en el principio de
Saint-Venant esto no afectara a los resultados que se pretenden analizar.

Una vez descartadas las caracteristicas viscoelasticas del ndcleo y definida su geometria se va a
elegir el tipo de material que mejor refleje su comportamiento. Se puede observar en las graficas
Fuerza-Penetracion (Figura 2.4) que la relacion Tension-Deformacion no sigue un régimen lineal.
La energia de deformacion no aumenta de forma proporcional con la deformacion.

Por otro lado, la hipdtesis de pequefios desplazamientos no podra tenerse en cuenta en el ensayo
ya que en algunos casos la penetracién de la punta del AFM en el nicleo es del orden del 80% de
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su tamafo inalterado. Las deformaciones que se producen en ciertas zonas del nicleo como
consecuencia de estos desplazamientos son también grandes en comparacién con las dimensiones
de la muestra, por lo tanto, no se utilizara tampoco la hipdtesis de pequefias deformaciones.

Estas afirmaciones apuntan hacia la eleccion de un material hipereléstico (Subcapitulo 2.4).

El modelo incluye un contacto que aporta otra no linealidad al problema, esto dificulta los calculos
y la convergencia del mismo. Se explicard cdmo ha sido simulado este contacto en las proximas
paginas.

Con el fin de validar el modelo de una forma méas amplia se ha realizado una parametrizacion en
3D y otra en 2D con elementos axisimétricos (Figura 2.3.3). Se indagara mas profundamente en
dichos modelos mas adelante.

Todo ensayo se puede analizar desde un punto de vista estatico o dinamico. Esta eleccion
dependera del orden de magnitud de las fuerzas que aparezcan en é€l. Si las fuerzas de inercia son
dimensionalmente equiparables al resto, estas no se pueden despreciar. Cuando esto ocurre el
andlisis se debe realizar de forma dindmica. Se produce de esta forma un dilema a la hora de
decidir si abordar el tema desde un punto dindmico o estatico.

=0
~

K=K(E); E=1kPa K»M +» M¥+Kx=F

M = 1ng

El valor que se da al modulo de Young es dependiente del tiempo y orientativo. Este valor se ha
obtenido comparando los resultados experimentales con el modelo de contacto de Hertz [5]. De
la ecuacion previa se puede obtener una frecuencia natural del sistema. Si esta es mucho mayor
gue un Hercio se confirma que seria minimo el error al considerar el analisis estatico.

K ExA LN
wp = M ; K= T=25*10 E

w, = 1500 Hz > 1 Hz

Como se acaba de demostrar, la frecuencia natural es mucho mayor que un hercio y por lo tanto
se podra despreciar el efecto de las fuerzas de inercia.

En este ensayo se utilizan puntas de diamante en el AFM, un material mucho mas rigido y
resistente que el nucleo [5]. Por lo tanto, el elemento esférico que ejerce la funcién de punta es
considerado un sélido rigido a la hora de realizar los calculos, no seran analizadas las tensiones
que en él aparezcan.

2.4. Hiperelasticidad [10]

Los materiales hiperelasticos son un ejemplo de modelo matematico en la mecanica no-lineal que
sirve para describir una gran cantidad de fenémenos fisicos en los que las deformaciones son
“grandes”. La teoria hiperelastica plantea la existencia de una funcion escalar de la energia libre
de Helmholtz (y) definida en funcién de la unidad de volumen. Para el caso de materiales
homogéneos (caso que nos concierne) la funcion de energia libre depende solo del gradiente del
tensor de deformaciones.
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v = f(F)

Si el material fuese heterogéneo esta funcién dependeria también de la posicién del punto en el
medio.

Se afiade también la suposicion de que el material es perfectamente eléstico, esto implica que
no se pierde energia durante la deformacion. Es decir, que no existe una entropia. Del segundo
principio de la termodinamica expresado segin la forma de Clausius-Planck podemos derivar la
ecuacion constitutiva de la hiperelasticidad:

ARG
'Dint—(P_W>'F—

Siendo P el tensor de tensiones de segundo orden llamado primer tensor de Piola-Kirchhoff.

Como F (y por consiguiente F) puede ser elegido aleatoriamente los términos dentro del paréntesis
tienen que ser iguales a cero.

G
P= o

Se define como is6tropo aquel material que no tiene direcciones preferenciales, es decir, que
cuando se estudia la curva tension-deformacion del material esta no depende de la direccion en la
que se mida. La goma es un claro ejemplo de material isétropo y nuestro modelo serd también
considerado isétropo.

Se desarrollaré en los préximos parrafos un breve resumen de lo que conlleva que el material sea
definido is6tropo.

Se comienza estableciendo un tensor que traslade un cuerpo cualquiera, definido por el vector
posicion X, de ocupar el volumen €, a ocupar una nueva region Qq":

X*=c+0X

Y definiendo otro tensor, que aplicado al sdlido este se desplaza desde el volumen Q" a la
configuracion final Qtal que:

x=XXt)=X"(X"1)
Siendo x la posicion final del cuerpo.

Desarrollando el gradiente de deformaciones relativo a estas regiones se llega a que para que un
material sea isétropo los valores de la energia de deformacion Y (F) y W(F*) tiene que ser iguales
para todos los vectores ortogonales Q. Siendo F* el gradiente de deformacion del movimiento
X,

Esta importante relacion permite la representacion de la energia libre de deformacion en funcién
de los invariantes del tensor de tensiones simétrico de Cauchy-Green.

U =U(ly, I, 15)

La principal consecuencia de que un material sea isétropo es la posibilidad de realizar esta
simplificacion.

Un material incompresible es aquel al que cuando se le aplican un rango finito de tensiones su
volumen no varia. Esta afirmacion se traduce en la restriccion cinematica:

] = detF = Allzlg =1
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Siendo J la relacion superficie-volumen, constante para materiales incompresibles.

En el caso de un material is6tropo e incompresible, teniendo en cuenta la antes citada dependencia
de la energia de deformacidn de los tres invariantes y que el ratio de volumen (J) seria constante,
se llega a la restriccion final:

Y=yly,l); 3=1

Por lo tanto, los dos invariantes principales I; e I, serian las Unicas variables en la energia de
deformacion independientes.

Por otro lado, para materiales compresibles | también dependerd de J. La dependencia de la
energia libre de deformacion del ratio volumétrico J se expresa de la siguiente forma:

Y =yE -pJ-1)
Siendo p una constante a definir.

Estudios recientes destacan la compresibilidad del ntcleo como un factor altamente influyente
en su comportamiento mecanico. Es por ello que no se podra despreciar dicha dependencia.

Para simplificar se representara la energia de deformacion en funcion de las tres deformaciones
principales. Expresarla de esta forma juega un papel crucial en la teoria de la elasticidad de
grandes deformaciones (“Finite Elasticity”).

Queda finalmente definida de la siguiente forma la energia libre de Helmont para materiales
hiperelasticos con las caracteristicas mencionadas:

N
b= (A A5 A5) = Z ;—p(a? + 227 422~ 3)
p=1 P

Y afadiendo la dependencia de J para materiales compresibles:

U =212, 43) + Yyor()

W, es el modulo de cizalladura de la elasticidad lineal y a, constantes adimensionales que
dependen del modelo hiperelastico empleado.

En funcion de los valores que se le den a N y a a se pueden definir distintos modelos para
materiales tanto compresibles como incompresibles. Entre ellos son muy (tiles y usados en la
practica los modelos de Mooney-Rivlin, Neo-Hookeano y el modelo de Varga. La principal
diferencia entre ellos es que varia el nimero de términos de la energia de deformacion.

Se va a utilizar para este problema la forma compresible del modelo Neo-Hookeano. En él N=1
y a,= 2, esto junto con el termino dependiente de J da la siguiente igualdad:

v
1-2v

wun=%0”—ﬂ+qm—m; p=

Siendo ¢, = % y v el coeficiente de Poisson’s. Esta forma de la energia de deformacion se deriva
del modelo generalizado de Blatz and Ko [1962].

El programa de elementos finitos que se utilizara modifica la expresion previa mostrandola de la
siguiente forma equivalente:
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1 2

Y = Cyo(l; —3) +D—1(]d - 1)2 ;0 Cyo =; ; D=2

El préximo paso a realizar es el de cuadrar las constantes C;, Y D, para que el modelo se asemeje

a la realidad en la mayor medida posible. Los datos experimentales del médulo eléstico y del

coeficiente de Poisson sirven solo como orientacion, con ellos tan solo se puede hacer una idea

dimensional de los coeficientes. Puesto que es un material hiperelastico y, por lo tanto, no lineal

no se podran relacionar los coeficientes entre ellos directamente siguiendo las leyes de la
elasticidad lineal.

2.5. Condiciones de contorno

Definidos ya el material y la geometria de las partes, asi como el tipo de ensayo que se va a
realizar, es hora de afrontar como se van a establecer las condiciones de contorno.

Entre las superficies de ambas esferas se produce un contacto. Tras la realizacion de varios
modelos se ha comprobado que la friccion entre ambas partes no afecta al resultado, es por ello
gue se considerara un contacto liso. A su vez, es obvio que existird un desplazamiento relativo
entre el ndcleo de la célulay la tablilla donde se apoya en el microscopio. Se demostrara que, para
el rango de fuerzas con las que se esta trabajando, el desplazamiento horizontal conllevaria unas
diferencias en las deformaciones y tensiones muy pequefias frente a las que se producen si se
considerase empotrada toda la cara inferior del ndcleo.

Utilizando la punta de radio 5 micrometros el maximo desplazamiento horizontal producido al
aplicar 300 nN es de 1 um, mientras que en el ensayo con la punta fina (70 nm) el desplazamiento
horizontal es practicamente nulo.

1um

Figura 2.5.1 Desplazamiento horizontal maximo para F = 300 nN.

A fin de simplificar el modelo reduciendo los casos de no convergencia este contacto se elimina
imponiendo un desplazamiento nulo a los nodos de la cara inferior.

Finalmente comentar que se trata de un modelo complejo y en el que los resultados tendran que
ser validados siempre aplicando un filtro légico. Seran analizadas las deformaciones y las
tensiones que aparecen como resultado y se demostraré su falta de sentido en ciertos casos en los
que las deformaciones toman valores importantes.
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3  SIMULACION MODELO 3D

3.1. Introduccién

Se empieza este capitulo disefiando en elementos finitos el modelo introducido en el capitulo
anterior. Para ello hay que definir las dos constantes que caracterizan al material Neo-Hookeano.
Estos valores se tendran que calibrar para reproducir con precision los ensayos experimentales.

Como se van a realizar muchas simulaciones antes de obtener las constantes finales sera
primordial cuidar la malla a fin de reducir el tiempo de trabajo computacional.

3.2. Caracterizaciéon del material Neo-Hookeano

El ensayo consiste en aplicar una fuerza puntual en el punto de referencia del solido rigido (punta)
para que este se desplace verticalmente. A este movimiento se opondran las fuerzas elasticas del
nucleo hasta que se alcance el punto en el que ambas se igualen.

Mediante el uso del modelo 3D del nucleo y de la punta esférica de radio 5 micrometros, el
objetivo es comparar la relacién Fuerza-Deformacion resultante con la curva experimental. Se
variaran los coeficientes del material hasta que estas curvas sean idénticas (Figura 2.4).

Se comenzara trabajando con unos valores aproximados para dichas constantes. Estos valores se
obtienen a partir de datos experimentales [5] de la siguiente forma:

Suponiendo un comportamiento lineal, se aproxima el médulo de Young a partir de la penetracion
méaxima que produce una fuerza dada en la punta. El coeficiente Poisson’s se ha demostrado igual
a 0,5 en diversos ensayos [4,5,7], aunque este valor es imposible de implementar en elementos
finitos pues se trataria de un material incompresible.

De estos dos valores, mediante transformaciones conocidas para materiales elastico lineales,
obtenemos el valor del médulo de cizalladura (G) y del médulo de compresibilidad (K).

A raiz de la curva obtenida con estas constantes iniciales y teniendo en cuenta su definicion se
aumentan o disminuyen C;, Y D; hasta alcanzar los valores que se indicaran a continuacion.

El modelo final alcanzado tras la iteracion se asemeja con gran precision a la realidad. En la
Figura 3.2.1 se presentan las curvas de desplazamiento vertical obtenidas experimentalmente y
numéricamente para un radio de esfera de 5 um. En los préximos subcapitulos se mostraran la
malla, como queda el nicleo deformado y las tensiones que aparecen.
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E.T.S.I.
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Displacement (um)

Grdfica 3.2.1 Curvas F-D para un radio de punta 5 um.

0.4

Utilizando las mismas constantes C;, y D, se procede ahora a ensayar el ndcleo con la punta
conica para comprobar su validez. Los desplazamientos producidos alcanzan dimensiones del
orden de las del propio nucleo, es por ello que surgen grandes complicaciones en el calculo
computacional, todas relacionadas con problemas de convergencia y un enorme tiempo de trabajo.
Como solucion a este problema se decide aplicar una fuerza vertical puntual directamente sobre

el vértice del modelo para aligerar los resultados (Figura 3.2.2).

-4
16 =10

Experimental
Analitica

145

0 02 0.4 06 0.8 1
Desplazamiento (um)

Grdfica 3.2.2 Curvas F-D para una fuerza puntual.
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E.T.S.I. Simulacién computacional de la deformabilidad del nicleo celular

Se puede observar como la forma de la trayectoria resultante no coincide con la de los
experimentos, aunque si que lo hacen los puntos de fuerza y desplazamiento méaximos. A pesar
de que este resultado no sea muy preciso resulta de gran ayuda. Dicha curva se desechara en los
resultados finales sustituyéndola por la obtenida con una punta de radio igual a la que se usa en
el experimento (70 nm).

Tras dicho proceso iterativo los valores que se obtienen son los siguientes:

C,o = 650 Pa D, = 25 GPa

Estos valores se mantienen constantes en todo lo que queda de documento. Disponemos en este
momento pues del modelo definido en su totalidad.

3.3. Mallado

En este subcapitulo se van a mostrar las distintas mallas realizadas en funcién del radio de punta.

A B
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Simulacidn computacional de la deformabilidad del nicleo celular E.T.S.I.

Figura 3.3.1 Mallas para los distintos ensayos. Los radios de punta empleados son: 5 um, 2.5 um, 0.5 um,
0.25 um, 0.1 umy 0.07 um. Estan mostradas las mallas en este mismo orden (A-F). Para alguna de las puntas
se ha ampliado la zona de contacto, de esta forma se observa mejor el mallado.

3.4. Tensiones

Se va a analizar ahora como varia la deformada del modelo en funcion del radio de ataque. De
esta forma se podran ver tanto las tensiones como los desplazamientos maximos que se producen
con el uso de distintas puntas. EI préximo paso sera por lo tanto disminuir paulatinamente el
tamafio de la esfera de ataque del AFM hasta alcanzar el radio minimo empleado en el
experimento. Todas las deformaciones estan mostradas con un factor de escala unidad.

Inicialmente se muestra el ensayo explicado en el subcapitulo anterior para calibrar las constantes.
En él se usa una esfera de tamarfio similar al del ndcleo (5 pum). Como se ha dicho previamente,
para este caso contamos ademas con datos experimentales con los que comparar.

En la Figura 3.2.1 se muestra la deformada y las tensiones VVon-Misses. Suprimimos de ahora en
adelante la malla en la deformada para visualizar mejor los resultados. Las tensiones son pequefias
(693 Pa méximo) comparadas con las que podria aguantar el ntcleo [7]. Vemos como la superficie
de la esfera que entra en contacto con el nlcleo es reducida y que se precisaria de una fuerza
mucho mayor para alcanzar grandes deformaciones.
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5, Mises P —

(Awg: 75%) B
+6.,9534e-04
+4.553e-04
+3.396e-04
+2,377e-04
+1.663e-04
+1.164e-04
+5.147e-05
+5.702e-05
+3.990e-05
+2.,793e-05
+1.955e-05
+1.368e-05
+9.573e-06

Figura 3.4.1 Tensiones Von-Misses para un ataque con radio de punta 5 um.

En la Figura 3.2.2 se puede observar la deformada producida al utilizar una punta de radio 2,5
micrémetros. La deformada es légica e intuitiva y se encuentra dentro de los parametros
esperados. A menor radio, mayor desplazamiento vertical. A su vez se obtiene el ratio en el que
varian las tensiones VVon-Misses en el modelo. Se comprueba c6mo se acentlan las diferencias
entre las tensiones entre la zona de contacto y el otro extremo del modelo.

=, Mises

(Awvg: 75%)
+1.360e-03
+5.990e-04
+5.944e-04
+3,931e-04
+2.590e-04
+1.71%-04
+1.136e-04
+7.514e-05
+4.,9658e-05
+3.285e-05
+2.172e-05
+1.436e-05
+9.497e-06

Figura 3.4.2 Tensiones Von-Misses para un radio de 2.5 um.
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Si se continta disminuyendo el radio de la punta resulta la deformada mostrada en la Figura 3.2.3,
esta vez para una esfera de 0.5 micrometros de radio.

5, Mises

[hwgs 75%)
+6.541e-03
+3.784e-03
+2.1589e-03
+1.2662-03
+7.324e-04
+4.237e-04
+2.451e-04
+1.415e-04
+58.200e-05
+4.744e-05
+2.744e-05
+1.587=-05
+9.1582e-06

Figura 3.4.3 Tensiones Von-Misses para un radio de ataque de 0.5 um.

Aqui se puede apreciar que el desplazamiento vertical aumenta hasta alcanzar los 0.723 um frente
a los 0,4 um maximos alcanzados entre los dos casos anteriores. Esto se debe a que el area de
contacto es menor y, por consiguiente, las tensiones (como reaccion a la compresion) que produce
la muestra para equiparar la fuerza de 1,5 nN ejercida sobre ella deberan ser mayores. Estas
tensiones aumentan al aumentar la compresion del material. Las tensiones que sufren los
elementos proximos a la punta aumentan también marcando aiin mas la diferencia con las que se
producen en elementos algo mas alejados de la zona.
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Se puede seguir disminuyendo ain mucho mas el radio de la esfera de ataque. Estos serian los
resultados dandole un valor al radio igual a 0.25 pm.

S, Mises

(Awg: 75%)
+1.235e-02
+6.847e-03 5 Mises
+3.795e-03 -
+2.1048-03 oz
+1.166e-03 N
By S

. - 355700

+1.986e-04 +2,958e-032
+1.101e-04 N
+6.101e-05 :éagge-gi
+3.3816-05 +3:430-
+1574e-05 B
+1.03%e-05 +4.000e-04

+1.03%e-05

Figura 3.4.4 Tensiones Von-Misses para un radio de punta de 0.25 um.

Como era de esperar la penetracion sera mayor al haber disminuido el radio. Se puede a su vez
apreciar como las tensiones aumentan concentrandose alin mas.

Acercandose mas el caso puntual, se obtienen los siguientes resultados para un radio de 0.1 pum.

A B

S, Mises

3, Mises [Avg: TS%)
(Ava: 75%) +3.044e-02
+3.044e-02 FEHT:
+1.543e-02 +%‘?gée-gg
+7.621e-03 rilbge
+3.9646-03 13i85e03
+2.009e-03 +2.432e-03
+1.018¢-03 i
+5.162e-04 +g‘$gge—g:
+2.617e-04 3. pEge-
+1.326e-(4 Do
+6,723e-05
+3408e-05
+1.727e-05
+8,7558-06

Figura 3.4.5 Tensiones Von-Misses para un radio de ataque de 0.1 um.
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El desplazamiento de la punta cuando se alcanza el equilibrio seria de 0.99 pum, aproximéandose
cada vez més a los 1,17 um que se obtuvieron experimentalmente con la punta cénica del
microscopio atémico. Las tensiones méximas por su parte siguen aumentando mientras que la
media total disminuye.

Finalmente, se usa una esfera de radio 70 nm para simular el ataque con la punta cénica piramidal
empleada en el experimento. Es un radio de punta suficientemente fino y los resultados que
aparezcan con €l serén preciosos. Es el radio minimo antes de que se produzca una deformacién
extrema en la muestra. En este caso, al depender la convergencia altamente de la malla esta juega
un papel crucial. Por ser la malla especialmente delicada debera ser disefiada con alta precision
(Figura 3.2.1 F).

S, Mises

(Auwg: 79%)
+4.242e-02
+2.043e-02
+9.841e-03
+4.740e-03
+2,283e-03
+1.100e-03
+5.296e-04
+2.551e-04
+1.229e-04
+5.9158e-05
+2.850e-05
+1,373e-03
+6.612e-06

Figura 3.4.6 Tensiones VVon-Misses para un radio de ataque de 70 nm.

Respecto a las tensiones que se producen, determinar su validez es complicado y deben analizarse
con delicadeza. Este estudio se realizara en el capitulo 5.

Se muestra una ampliacion de la zona en cuestion (Figura 3.3.8) para facilitar una mejor
visualizacion. Se observa cémo aproximadamente el total de la deformacién se produce en un
radio de 0.6 um alrededor del centro del nlcleo quedando el resto inalterado. Esto es debido a la
alta compresibilidad del material y al pequefio radio de ataque empleado.

En este caso es cuando el modelo alcanza las mayores tensiones. Las tensiones Von-Misses
méaximas alcanzadas son 4242 Pa en la zona de contacto entre ambas partes.

Se mostrard a continuacion la deformada de la muestra con la malla para asi observar las
variaciones de volumen y forma en los elementos préximos al contacto (Figura 3.3.9).
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5, Mises
[Aug: 7S]

+4.242e-02
+2.774e-02
+1.815e-02
+1.187e-02
+7.765e-03
+53.077e-032
+32.221e-02
+2.172e-03
+1.421e-03
+9,292e-04
+6.078e-04
+3.970e-04
+2.600e-04
+E.612e-06

Figura 3.4.7 Ampliacidn de la zona de contacto entre la punta y el nicleo.

Figura 3.4.8 Ampliacion de la malla deformada del nicleo al ser ensayado con un radio de 70 nm.
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3.5. Desplazamientos

E.T.S.I.

Después de haber introducido los distintos modelos para cada radio de punta, se generan las

curvas que relacionan la fuerza ejercida con la penetracion correspondiente.

w1073 Curvas F-D
1.5 T

g g S S
§/35 S
wf oS0 \\?&
NN N NS

Fuerza (uN)

0 1 1 |

0 02 04 0.6 0.8

Desplazamiento (um)
Grdfica 3.5.1 Curvas F-D para todos los radios.

12

Se observa como existe un patrén en la trayectoria de cada una de las curvas producidas. Con la

disminucién del radio de la punta aumenta la penetracién total en la muestra, pero no de manera
proporcional sino aproximandose a un régimen exponencial.
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4  SIMULACION MODELO AXISIMETRICO

4.1. Introduccion

Se ha realizado un modelo axisimétrico a fin de consolidar los resultados previamente
representados. Tedricamente este paso no seria necesario pues si se han elegido correctamente las
condiciones de contorno los resultados deberian ser idénticos. Sin embargo, debido al caréacter no
lineal causado por la alta compresibilidad del modelo y las grandes deformaciones los resultados
podrian variar ligeramente.

Para el modelo en 2D se utilizaran elementos con simetria radial alrededor del eje Y (eje
perpendicular a la base del AFM). Se van a comprobar tan solo las curvas de los ensayos extremos,
es decir, las producidas por la punta de radio 5y 0.07 um. Todo el desarrollo y las condiciones
aplicadas son equivalente a las explicadas en el capitulo previo.

4.2. Mallado

En las Figuras 4.2.1 y 4.2.2 se muestra el mallado que se ha realizado para cada uno de los
ensayos. La malla del nucleo que se ataca con la esfera de radio 70 nm (Figura 4.2.2) tiene que
ser muy fina y delicada. Al ser un modelo en 2D el nimero de elementos que se emplea es mucho
menor al que se ha utilizado en 3D, esto permite mallar de manera mucho mas precisa sin implicar
un coste computacional mayor. Este es otro de los motivos por el que se ha decidido emplear un
modelo axisimétrico para valorar los resultados.

Figura 4.2.1 Mallado realizado para un radio de punta de 5 micrémetros.
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Figura 4.2.2 Malla para un radio de punta de 70 nm.

4.3. Tensiones

Se aplica sobre la punta la misma fuerza vertical que en el caso 3D, 1.5 nN. Esta seria la deformada
y las tensiones Von-Misses que aparecen empleando la esfera de radio 5 pum.

5, Mises ot

[Auwg: 759
+&.,088e-04
+4,325e-04
+3.073e-04
+2,183e-04
+1.551e-04
+1.,102a-04
+7.827e-05
+5.560e-05
+3,950e-05
+2.806e-05
+1.,994e-05
+1.416e-05
+1.006e-05

Figura 4.3.1 Tensiones Von-Misses en el modelo axisimétrico del ensayo con la esfera de radio 5 um.
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E.T.S.I. Simulacién computacional de la deformabilidad del nicleo celular

Se observa una deformada idéntica a la obtenida para el caso 3D, aunque las tensiones Von-
Misses medias disminuyen un poco.

Este es el resultado en 2D que se obtiene al aplicar la fuerza a una esfera de radio 0.07 um:

S, Mizes

(Auar TS5
+1.606e-02
+8.530e-03
+4,520e-032
+2.406e-03
+1.275e-03
+6.788e-04
+2605e-04
+1,91%e-04
+1.017e-04
+5.403e-035
+2.870e-05
+1.5924e-03
+8.095e-06

Figura 4.3.2 Tensiones Von-Misses en el modelo axisimétrico para un radio de punta de 70 nm.

Y ampliando de nuevo la zona crucial y mas delicada se verifica que las tensiones son
préacticamente las mismas que en el caso 3D, al igual que la deformada:

S, Mises

[Avg 759
+1.606e-02
+1,237e-02
+2,527e-03
+7,338e-03
+5,652e-03
+4,353e-03
+3,353e-03
+2,5872e-03
+1,98%9e-03
+1,532e-03
+1,180e-03
+3,085e-04
+7.000e-04
+8,095e-08

Figura 4.3.3 Ampliacion de la zona de contacto entre la punta y el nicleo en el modelo axisimétrico.
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5 RESULTADOS

5.1. Introduccién

La relacion Fuerza-Penetracion se asemeja bastante bien a aquella obtenida en el laboratorio,
salvando claras diferencias debidas a las hipétesis consideradas para realizar el disefio. Entre ellas
la eliminacién del comportamiento viscoelastico, considerar el nicleo como un todo (no distinguir
cada uno de sus componentes por separado) o eliminar el contacto con la tablilla del microscopio
afectan a los resultados, aungue de forma muy leve.

5.2. Comparacion entre ambos modelos

Se compararan inicialmente los resultados del modelo 3D y del axisimétrico, demostrando la
equidad entre ambos.

Esta seria la gréafica Fuerza-Penetracion para ambos casos:

%1072

1.6 T T T T T

12

Fuerza (uN)
=}
(=]
T

0.6

—3D

0z — Axilsimeétrico

1] 02 0.4 0.6 0.8 1
Desplazamiento (um)

Grdfica 5.2.1 Comparacion de la curva F-D de los ensayos 3D y 2D.

La maxima diferencia en desplazamiento para una misma fuerza es de 6 * 10~° uN. Se ira viendo
que a medida que disminuye el radio de ataque, y por lo tanto el &rea de contacto, los resultados
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difieren més. Esto ocurre tanto entre estos dos modelos como compardndolos con el caso
experimental.

Como se ha comentado antes, las diferencias en tensiones VVon-Misses, asi como la deformada,
son practicamente equivalentes.

5.3. Comparacion con los resultados experimentales

Se muestran ahora superpuestos los resultados experimentales que se han obtenido de ensayar la
célula HT1080 y los numéricos obtenidos mediante el método de los elementos finitos con el
modelo 3D (Grafica 5.3.1). Estos resultados experimentales son el resultado de aplicar una fuerza
aproximada de 1.5 nN con el AFM, de esta forma se garantiza que el resultado no sera destructivo
en la muestra y que se puede repetir varias veces [5]. Concretamente cada ensayo se ha repetido
10 veces tomando una media de 40 segundos cada proceso.

-3 Curvas F-D
1.6 %10 T T T

121

Fuerza (uN)
T

041 g

0.2 / Experimentales

Mumericas

o e 1 1 I I 1
0 0.2 0.4 0.8 0.8 1 12

Desplazamiento (pm)

Grdfica 5.3.1 Comparacion de la penetracion producida en cada uno de los ensayos y comparacion
con los resultados experimentales.

En la grafica 5.3.1 se reproducen de nuevo las curvas que se utilizaron inicialmente para definir
las caracteristicas del material. Los resultados son exactamente iguales a los experimentales al
utilizar la esfera. Sin embargo, para el caso de la punta fina coinciden el principio y el final. Sin
llegar a ser muy grandes las diferencias, el desplazamiento obtenido numéricamente sigue un
patron o trayectoria muy similar a aquel del laboratorio.
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Las curvas obtenidas para los radios de punta intermedios se encuentran, como era de esperar,
entre estos dos casos extremos. Los desplazamientos méaximos en cada caso van aumentando a

0.9
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Grdfica 5.3.2 Penetracion mdxima de la punta del AFM en funcion de su radio.

medida que disminuye el radio de forma no lineal. Si se comparan las penetraciones con los radios
empleados obtenemos algo parecido a una exponencial (grafica 5.3.2).

5.4. Anadlisis de las tensiones que aparecen en el modelo

Argumentar que las tensiones que sufre el nlcleo cuando se usan radios de punta muy pequefios
estan muy concentradas y alcanzan valores importantes. Esto causa una heterogeneidad y un
pequefio dafio en el nlcleo. Si se aplicase una fuerza mas elevada induciria un dafio irreversible
y posiblemente la ruptura de la envoltura nuclear, dafiando el genoma [5]. La ruptura del ndcleo
tiene diferentes consecuencias en funcién del tipo de célula de que se trate.

Son varios los estudios sobre la ruptura de la envoltura nuclear y su repercusién. En un reciente
estudio se ha analizado la ruptura de una célula HT1080 haciéndola pasar por una restriccion
s6lida [7]. En dicho ensayo simulaban la migracion celular de una célula cancerigena a través de
un endotelio solido.

En resumen, una de las conclusiones a las que llegan fija en 0,1 la deformacién volumétrica a
compresion méxima que puede sufrir la envoltura nuclear antes de su ruptura para orificios de
radio igual a ¥ del radio del nacleo (Figura 5.4.1). Esta ruptura se produce en la parte frontal de
la célula (aquella que pasa primero por el orificio) en un 70% de los casos, liberando el genoma
dentro del citoplasma.

A pesar de que este experimento es completamente distinto al que se ha analizado en este texto,
el valor limite obtenido para la deformacién antes de la ruptura se podria tomar como un valor de
referencia.
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ry = 0.251,
Front

"l"'..\‘~ In plane
e stretch
Rupture . 1.3

> Buckling 4

Rupture

Back

0.5

Figura 5.4.1 Tension de ruptura en el
ensayo de migracion.

Durante el desarrollo del ensayo con la punta de radio 0,07 um se observan unas deformaciones
muy grandes en los elementos de la zona de contacto (Figuras 3.4.8 y 4.3.3). Las grandes
deformaciones se concentran en un radio de aproximadamente 0.35 um alrededor del centro del
contacto. La distancia inicial entre el nodo central del nicleo y aquel que se encuentre en la
superficie sobre dicho radio se ve aumentada en un 90% tras la aplicacion de la fuerza.

Los elementos con los que entra en contacto primero la punta son los que sufren una deformacion
mayor. Estos alcanzan una deformacion segin el eje Y de -0.9 y de 4 segln el eje X. Su
volumen/area se reduce en un 60% (Figura 5.3.2).

Existen grandes diferencias entre los dos ensayos que se estan comparando, la forma del modelo
deformado no se asemeja en nada y las tensiones estan repartidas de manera mucho mas uniforme
en el ensayo de migracion. A pesar de ello se puede deducir que las tensiones producidas con el
AFM son criticas. Un aumento en la fuerza que se le aplica sobre la punta fina conllevaria la
ruptura de la envoltura nuclear.
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Figura 5.4.2 Variacion del tamafio de los elementos de contacto.

5.5. Estudio de la rigidez del nucleo

El objetivo final de este trabajo era dar unas caracteristicas a la rigidez volumétrica que defina el
comportamiento elastico del ndcleo. Asemejando las curvas obtenidas a un modelo de contacto
de Hertz se puede obtener una constante de rigidez (equiparable al médulo eléstico en elasticidad
lineal). Si bien es cierto que deberan aplicarse correcciones a este modelo para salvar las claras
diferencias entre ambos [11].

El modelo de contacto de Hertz fue propuesto por Hertz en 1881 procurando resolver el problema
de contacto entre dos esferas. El problema surge cuando ambas esferas entran inicialmente en
contacto. En este punto las tensiones serian infinitas, al producirse el contacto en un solo punto
y, por lo tanto, cederian ambas esferas inmediatamente. En el caso elastico real existe un &rea,
por pequefia que sea al iniciarse el contacto, limitando asi las tensiones. Hertz estudid las tensiones
que se producian cerca de la superficie de contacto en este tipo de situaciones.

La comparacion de nuestro contacto con el modelo de Hertz es vélida tan solo para pequefias
deformaciones en materiales elésticos. Cuando se trata de tejidos biol6gicos estos modelos no se
asemejan demasiado bien por si solos. Es por esto que deberd aplicarse una correccion a la hora
de calcular la rigidez de nuestra muestra [11].

Utilizando la ecuacidn que rige el contacto entre una esfera y una superficie plana del modelo de
Hertz se puede obtener un valor para la rigidez (E):
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3
_ _4EyR 3 (5.4.1)
3(1—v?)

Donde: R, es el radio de la esfera de ataque, & el desplazamiento vertical de la punta y F la fuerza
aplicada sobre ella.

La ecuacion 5.4.1 sera corregida multiplicando el término de la derecha por:

1+ 1.33X + 1.283X2 4+ 0.769X3 + 0.0975X* (5.4.2)

Donde: X = —“;RC , h es la altura inicial del nucleo con respecto a la base del AFM.

Se ha comprobado que esta formulacion del modelo de contacto da muy buenos resultados en
modelos hiperelasticos. También ha sido usada en repetidas ocasiones para modelar experimentos
realizados con un AFM sobre tejidos bioldgicos [5,11,12].

Despejando E de la combinacion de las ecuaciones 5.4.1 y 5.4.2 y sustituyendo los valores
obtenidos analiticamente por el resto de coeficientes se presenta la siguiente gréafica en escala
logaritmica:
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Grdfica 5.5.1 Constante de rigidez en funcidn de la fuerza aplicada.

Se aprecia como el valor corregido de la rigidez varia entre 1 y 3 kPa para fuerzas menores a 400
nN. Que varie con la fuerza aplicada es equivalente a decir que varia con la deformacién de la
muestra. Los datos tomados para elaborar esta grafica se han obtenido para un valor de radio de
la esfera igual a 5 micrometro.
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En la gréafica 5.5.2 se muestra la curva fuerza desplazamiento de esta punta al penetrar en el
ndcleo.
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3
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100 - .

50 - T

Desplazamiento (um)

Grdfica 5.5.2 Relacion entre la Fuerza aplicada y la penetracion de la punta en el niicleo para un radio de
5um.

5.6. Comprobaciones finales

Finalmente queda comprobar alguna de las hipotesis propuestas al comienzo del escrito. Se vera
como no afectan sustancialmente a los resultados aqui expuestos.

Se analizard la eliminacion del contacto ndcleo-base. Inicialmente se supuso que el
desplazamiento de los nodos inferiores del nicleo era minimo y por lo tanto despreciable. Se
aplicod pues una restriccion que los encastraba a fin de facilitar la convergencia del modelo.
Resulta obvio que si se eliminase esta restriccion el maximo desplazamiento horizontal se
produciria al emplear como punta la esfera de mayor radio. Dicho esto, se presenta a continuacion
la deformada producida al aplicar una fuerza de 400 nN sobre la punta del microscopio atémico
para ambos casos, con y sin desplazamiento en la superficie inferior.
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5, Mises

(Bvg: 75%)
+1.939e-02
+1.305e-02
+8.783e-03
+5.910e-03
+3.975e-03
+2.677e-03
+1.501e-03
+1.217e-03
+58.155e-04
+5.490e-04
+3.695e-04
+2.486e-04
+1.673e-04

Figura 5.6.1 Deformacion del nicleo al aplicar una fuerza de 400 nN sobre la punta
permitiendo el deslizamiento entre las superficies inferiores.

5, Mises

(Avg: 75%)
+1.04%e-02
+7.752e-03
+5.72%e-03
+4.234e-03
+3.12%e-03
+2.313e-03
+1.70%e-03
+1.263e-03
+9.337e-04
+6.901e-04
+5.100e-04
+3.76%-04
+2.786e-04

Figura 5.6.2 Deformacion del nucleo al aplicar una fuerza de 400 nN sobre la punta sin permitir el
deslizamiento entre las superficies inferiores.

En las Figuras 5.6.1 y 5.6.2 se muestran las tensiones Von-Misses que sufre el nacleo celular
junto con la deformada. Para la magnitud de fuerza aplicada la diferencia entre las tensiones es
notable, més o menos el doble. Y, como se dijo en el subcapitulo 2.5, el desplazamiento méximo
horizontal es de 1 um frente a los 4 pum que desciende la punta (Figura 2.5.1).
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En este trabajo se han aplicado fuerzas mucho menores a 400 nN, todos los resultados se han
obtenido aplicando fuerzas de 1,5 nN. Para este rango de fuerzas la diferencia en tensiones y
desplazamientos que se producen al permitir, 0 no, el desplazamiento de los nodos de la cara
inferior es menor. La diferencia en tensiones VVon-Misses que se produce al liberar los nodos
inferiores es de aproximadamente un 35%. Esta diferencia sigue siendo apreciable y manifiesta
que los resultados difieren levemente de la realidad. Con respecto al desplazamiento vertical de
la punta al aplicar la fuerza de 1,5 nN, este varia de 0,4 a 0,3731 cuando se permite el
desplazamiento de los nodos inferiores.

S, Mises

(Avg: 75%)
+6.088e-04
+5.589e-04
+5.090e-04
+4.591e-04
+4.092e-04
+3.593e-04
+3.094e-04
+2.595e-04
+2.096e-04
+1.597e-04
+1.098e-04
+5.995e-05
+1.006e-05

S, Mises

(Avg: 75%)
+3.916e-04
+3.592e-04
+3.267e-04
+2.942e-04
+2.617e-04
+2.293e-04
+1.968e-04
+1.643e-04
+1.319e-04
+9.939e-05
+6.692e-05
+3.445e-05
+1.981e-06

L.

Figura 5.6.3 Tensiones Von-Misses al aplicar una fuerza de 1,5 nN sobre la punta. Fijando
los nodos inferiores (A) y permitiendo el desplazamiento de los mismos (B).

En la siguiente grafica se muestra como varia el desplazamiento horizontal maximo de los
nodos inferiores segun el desplazamiento vertical de la punta de 5 um (Graéfica 5.6.1).
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Grdfica 5.6.1 Comparacion entre los desplazamientos verticales y horizontales mdximos.
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Se puede apreciar como el error cometido al fijar los nodos de la cara inferior aumenta
conforme desciende la punta del AFM.
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6 CONCLUSIONES Y DESARROLLO
FUTURO

6.1. Conclusiones

En este proyecto se ha modelado el nicleo de una célula cancerosa utilizando como referencia los
resultados obtenidos con un microscopio de fuerza atémica. El objetivo era que al simular el AFM
y la célula en elementos finitos las curvas resultantes que se produjesen fuesen equivalentes a las
gue se obtuvieron en el laboratorio.

Se ha utilizado tanto un modelo en dos dimensiones como uno en tres dimensiones. El motivo es
que al ser un modelo con elementos axisimétricos se puede aumentar la precision en el mallado
sin incurrir en un mayor peso computacional. Esto permite comparar el modelo 3D con uno méas
preciso, aunque en 2D, y a su vez realizar ciertas comprobaciones independientes. Resultaba
imposible comprobar cémo afecta la eliminacion del contacto en los nodos inferiores en un
modelo en 3D.

Se han empleado elementos 3D a lo largo del trabajo por motivos practicos. La idea era mejorar
la habilidad del alumno en el manejo de elementos fintios.

Se ha mostrado en el capitulo de resultados que las curvas obtenidas en ambos modelos son
préacticamente equivalentes (Figura 5.2.1). Por otro lado, la eliminacién del contacto con la base
supone un error que aumenta segun la fuerza aplicada sobre la punta del microscopio.

Respecto a la similitud con la realidad, se puede comprobar segun las graficas mostradas en el
capitulo previo que las curvas Fuerza-Deformacion producidas en elementos finitos no difieren
sustancialmente de la realidad. Se dispone tan solo de resultados experimentales para los dos
radios limites empleados. Para un radio 5 micrometros las curvas son idénticas, mientras que
cuando el radio disminuye hasta los 70 nm estas difieren ligeramente. EI motivo es que conforme
el radio disminuye la superficie de contacto también lo hace y por lo tanto aumenta la profundidad
de la penetracion. Esto provoca un mayor nimero de errores numéricos y de casos de no
convergencia.

El radio de la punta de diamante empleada en los laboratorios para ensayar el nicleo es de 20 nm.
El motivo de que en este proyecto se haya empleado una de 70 nm es corregir los errores de
convergencia antes mencionados sin incurrir en una modificacion considerable del tamafio de la
punta. Adaptar una punta de diamante real a un modelo numérico ha sido el principal problema
gue se ha planteado a lo largo del trabajo.

La principal ventaja de haber realizado este proyecto es poder observar las tensiones que aparecen
en todo el nucleo celular cuando se lo somete a este tipo de ensayo. De estas tensiones se puede
obtener informacion acerca del comportamiento mecénico del ndcleo y de su limite elastico.
Ademas de esto, este proyecto da la posibilidad de observar como varia la resistencia elastica del
nucleo en funcion de la superficie de contacto sobre la que se aplique la fuerza.
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Finalmente, se ha comparado el contacto producido en el ensayo con la teoria de Hertz.
Introduciendo los valores de la gréafica que relaciona la fuerza aplicada con la penetracién en las
ecuaciones del contacto se ha obtenido un valor para la rigidez del nicleo [11]. El uso del método
de contacto de Hertz es muy comdn a la hora de analizar tejidos bioldgicos y geles. En
determinados casos el uso de este método induce a errores debido a las grandes deformaciones y
a las no-linealidades.

6.2. Desarrollo futuro

Como comentario final se proponen los diferentes caminos que se podrian seguir para ampliar la
informacién obtenida en este proyecto. El objetivo principal sigue siendo caracterizar el
comportamiento elastico de la célula y ver como reacciona ante los diversos estimulos a los que
se ve sometida en el cuerpo humano.

Para continuar con este trabajo se propone elaborar un modelo méas exacto, en el que no se tengan
en cuenta alguna de las suposiciones hechas en este proyecto. La eliminacién de dichas
suposiciones dotaria al modelo de una mayor correspondencia con la realidad.

La hipdtesis mas importante que se realizé inicialmente fue la de considerar al nlcleo como un
conjunto homogéneo. Como se detall6 en el primer capitulo, el nlcleo estd compuesto por unos
elementos con propiedades muy distintas, por ejemplo, la corteza aporta una rigidez mucho mayor
que la cromatina. Dentro del nicleo se encuentra el nucléolo, componente de tamafio considerable
que debe ser tenido en cuenta a la hora de examinar el comportamiento elastico del ndcleo. Sera
asi clave la elaboracién de un modelo diferente para cada una de las partes del nucleo a fin de
reducir las diferencias entre el modelo y la realidad. Realizar cada elemento por separado implica
grandes complicaciones computacionales, sin embargo, el principal inconveniente es la falta de
referencias experimentales con que las validar el modelo. Se requeriria de un profundo trabajo de
investigacion para encontrar mas datos.

Por otro lado, queda pendiente ratificar el modelo de una forma mas amplia. Hasta ahora no se ha
analizado en un laboratorio con un AFM el nicleo independiente de una célula HT1080. Si se
realizase el ensayo se podria obtener méas informacion con la que contrastar este modelo. A parte
de la curva Fuerza-Penetracion empleada en este proyecto son muchas las variaciones que se
pueden realizar en el ensayo para obtener otros resultados. Por ejemplo, seria interesante
modificar la velocidad de penetracion de la punta para analizar como afecta el caracter
viscoelastico del nucleo a la curva.

Una vez se cuente con un modelo mas completo y preciso, seria de gran utilidad modificar las
propiedades de la célula y comprobar como se ve afectado su comportamiento elastico. Se podria
analizar con un AFM la misma célula tumoral con una variedad de patologias distintas o sometida
a distintos tratamientos. Esto daria indicaciones de como tratar una célula para favorecer o
dificultar la migracién celular y, por consiguiente, la metastasis del cAncer. Como en este caso se
trata de una célula cancerosa seria primordial rigidizarla para dificultar su paso a través de los
tejidos corporales.
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