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RESUMEN

El funcionamiento adecuado del sistema nervioso de un organismo, aun desde su estado embrionario, requiere
que las neuronas establezcan conexiones especificas con otras neuronas o tejidos. Dado que una red neuronal
contiene un nimero inmenso de neuronas, encontrar el camino correcto para cada una de ellas es claramente
un fenébmeno complejo, en el que participan muchos procesos. En este articulo estudiamos el crecimiento de
neuritas in vitro, y nos enfocamos en los efectos que tienen diversos factores quimicos en el medio de cultivo.
Construimos un modelo teérico para explicar las diferencias encontradas en medios quimicos diferentes.
Simulaciones numéricas reproducen las observaciones y permiten predecir la forma como actdan diversas
substancias quimicas en el crecimiento y la conexién de neuritas.

Palabras Clave: Cultivos de células, difusion anémala, guias de axones, patrones de Turing, redes de neuronas.

ABSTRACT

The correct functioning of the nervous system, even from early embrio stages, requires that neurons establish
specific connections with other neurons or tissues. Since a neuronal network consists of an enormous number
neurons, finding the correct pathway for each one of them clearly constitutes a problem of morphogenesis. In
this article we study experimentally neurite growth using various culture media, and construct a theoretical model to explain
the experimental results. Numerical simulations reproduce the observations and alow to predict the existence and
functioning of chemicals which are important in neurite growth and guidance to attain connections.

Key Words. Cell culture, anomalous diffusion, axon guidance, Turing patters, neuronal network.

INTRODUCCION

I funcionamiento correcto del sistema nervioso
depende de la habilidad con la que las neuronas
puedan conectarse con blancos especificosdurante el
desarrollo del embrién. En cada neurona crecen
neuritas, quedeben encontrar trayectoriasviableshaciaobjetivos
espaci almente especificos, ya seacon otras neuronas, Como en

Aun cuando existen varios tipos de neuronas que difieren en
detalles estructurales, dependiendo de su funcién, la mayor
parte de ellas comparten caracteristicas comunes. Unaneurona
tiene un cuerpo relativamente grande, que contiene un nicleo
conmaterial genéticoy unavariedad deotrosorganel oscelulares.
Ademas, |as neuronas tienen extensiones fibrilares que sirven

€l sistemanervioso central, o con otrostejidos. El problemade
empaguetamiento de neuronas, axones y neuritas no ha sido
resueltoy existeungraninterésenlainvestigaciondeestetema.
Fisicamente esmuy dificil imaginar unared altamente conexa,
como lo requiere el entramado cerebral, en un volumen tan
pequefio. Un estudio de este fascinante tema topolégico se
puede consultar enlaRef. [1].

Nota: Articulo recibido el 05 de marzo de 2007 y aceptado el 08 de junio
de 2007.

paratransportar informacion a otros lugares.

Seobservaqueenaginmomentodel desarrollo deunaneurona,
del cuerpo celular crecen unao varias neuritas que exploran la
vecindad enbuscadeun blanco paraconectarse. Posteriormente
una neurita se puede diferenciar en un axén o unadendrita. En
lapuntade unaneuritaesta el cono de crecimiento?, que como
sunombreloindica, esunaestructuraquelesirvedeguiadurante
su crecimiento. Con la polimerizacion de cadenas de actina se
producen protuberancias del cono de crecimiento |lamadas
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filopodia. Lasfilopodiase van adhiriendo a sustrato en el que
crecen, “papando” €l espacio por el quelaneuritacrece.

Duranted crecimientovariasreacci onesintracel ularessedesatan,
resultando en la polimerizacion de tubulina en la neuritay la
adicién de mas membranacelular proveniente del cuerpodela
célula. Actualmente se admite que estos procesos son
provocados por varias moléculas que sirven de guia, algunas
atraen a cono, mientras que otras|o repelen.

Lasmol éculasguiapueden estar fijasen el sustrato (por g emplo
en un misculo sobre el que la neurona creceria) o pueden ser
secretadas por una célula blanco, que sefidla asi su posicion a
distanciadebidoaladifusi6ndelasubstanciasguiaen el medio.
El cono de crecimiento es capaz de percibir gradientes de
concentracion y seguir la direccion de mayor o menor
concentracion.

Existen variosmodel os mateméti cos queintentan reproducir la
dinamicadelos conosde crecimiento. EI cono norma mentese
representacon un automatacel ular, el cual puedeseguir lapista
de un gradiente de concentracion de alguna molécula. En los
model ossetienen neuronasblanco quesecretanmol éculasguia,
gue son reconocidas por la neurona que crece. A su vez, ésta
también puede secretar moléculas guia. El cono las percibe y
crece hacia la célula blanco. Los resultados de simulaciones
numéricas usua mente muestran trayectorias rectas, debido a
guelassefia essepropagan por difusionsimpleene medio. Pero
esto no corresponde a lo observado.

L oscaminosseguidospor lasneuritassonengenera intrincados,
y deningunamanerarectos. Latopol ogiadependedel tejido, €l
tipo de neurona y de muchos otros factores, como es de
esperarseenunsistemacon multiplesfuncionesdiferentes. Para
poder estudiar estefenémeno compl €jo, general mente se hacen
observaciones en cultivosde neuronasin vitro, enloscualesse
regulan algunas variables para observar los cambios en el
crecimiento de neuritas bajo diversas condiciones de cultivo.

En general se observaqueen un cultivoideal (en el que no hay
restriccciones para € crecimiento) las células crecen muchas
neuritas y se conectan radialmente, en forma casi recta
précticamentecontodaslasdemas. Unavez queseconectan, las
neuronasempiezanapulsar, lasconexionesqueson redundantes
muereny al final seobtieneunared muy parecidaalaobservada
ene tgidoinvivo. Sinembargo, s serestringenciertassubstancias
durante el crecimiento (de aqui en adelante las Ilamaremos
nutrientes), las neuronas crecen en un ndmero relativamente
bajo deneuritasy no seconectan “todascontratodas’. Alnmés
sorprendente es el hecho quelastrayectorias de las neuritas no
son rectas. Esto es interesante y sorprendente, ya que se
esperaria que ante condiciones adversas a crecimiento, la
neuritadeberiaseguir trayectoriasrectas, queahorrenlacantidad
demasay energia, y evitar unaposiblemuerteantesdeconectarse

al blanco predeterminado. L aenergiagastadaparacrecer material
esconsiderable, y como en todos | os sistemas biol 6gi cos, debe
existir unmecanismoquepermitalasupervivenciadel organismo,
aun en condiciones adversas.

Nuestro propdsito y motivacion es estudiar este mecanismo,
por lo que disefiamos un experimento ex profeso en el que
cultivamos neuronas en medios adversos a crecimiento.
Reconocemos que los factores de crecimiento y los nutrientes
son substanciasquefavorecen el crecimiento sanoy normal de
las neuritas. Por consiguiente, escogimos dos medios que
difieren substancialmente, y observamos su comportamiento.
Corroboramos las observaciones publicadas por otros autores
en las que las neuronas en el medio adverso crecen con
trayectorias sinuosas.

Estas observaciones pueden explicarse si se supone que los
quimicos que secretan las neuronas, ademas de difundirse,
reaccionan en el medio. Bajo condiciones general es adecuadas
se pueden producir patrones espaciales estacionarios en las
concentraciones de | os quimicos por mecanismo de Turing®.

Este patron espacial podria ser detectado por los conos de
crecimiento si laneuronablanco secretaun tercer quimico que
se difunda preferencialmente en las regiones donde la
concentracion de una de las substancias que forman el patron
espacial sea abundante. Estos caminos quimicos funcionarian
como guiasparaencontrar lascélulasblanco, queen genera no
son rectos. La difusion preferencial es posible si una de las
substancias que forman el patrén espacial reacciona con la
substanciaguiaproduciendo un compuestoinerte, deformaque
su concentracion en equilibrio dinamico sélo sea detectable en
loscaminosdictadospor el patrén espacial. Enun medio donde
no existan restricciones en las substancias que producen el
crecimiento, laexistenciadeunpatrénespacia noseriaimportante,
puesto queexi stiriasuficientecantidad desubstanciaguiacomo
paraque lareaccion secundariano disminuyalaconcentracion
aniveles no detectables por el cono, y como consecuenciala
difusion seria normal produciéndose trayectorias mas rectas.
Cuando setiene unared con miles de millones de neuronas, la
interferenciadelastrayectoriasdelasneuritaspuedeser ungran
problema, quesesol ucionariaconloscaminospredi sefiadospor
estos patrones espaciales. En este articulo presentamos un
modelo que capta todas estas ideas y que reproduce
cualitativamente | as observaci ones experimental es.

A continuacion presentaremos algunos hechos basicos de la
fisiologiadelas neuronas, necesarios paraapreciar y justificar
con claridad nuestros experimentos y nuestro modelo.

LA FISIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO

En untejido nervioso maduro lasneuritas son dedostipos. Las
dendritasquellevanlainformacion del exterior haciael cuerpo,
y los axones, que llevan mensgjes hacia afuera. En las etapas
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embrionarias las neuritas no se distinguen entre axones y
dendritas, ya que ain no adquieren una funcion especifica.

Enlapuntadeunaneuritaestael conodecrecimiento, queesuna
estructuraaltamente sensible que le permite orientarse durante
€l crecimiento paraconectarsecon su objetivo. Losmecanismos
deorientacion pueden ser complicados, como: acelerar ofrenar
lamigracion, pausar el crecimiento, colapsar, retraer y bifurcar su
camino. Estas conductas le permiten, sin duda, encontrar el
camino haciael blanco adecuado.

EnlaFig. 1 se muestraun esquemadel cono de crecimiento.
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Figura 1. Esquema de las partes del cono de crecimiento.

El cono de crecimiento estadividido en dos partes, € dominio
central y e periférico, determinados basicamente por sus
componentes. El dominio periférico es rico en filamentos de
actinaunidos en grupos de filamentos paral €l os. Estos estan en
continuomovimiento, creciendooretrayéndosepor mediodela
polimerizacion o depolimerizacion demondémerosdeactina. Si
los filamentos salen del cono de crecimiento como si fueran
dedos, se les conoce como filopodios, o si no, se les llaman
costillas (por sunombreeninglés“ribs’). Entre losfilopodios
existeunared deactinaquepuedeavanzar mediantelaadhesion
conéel medioexterno. A estared seleconocecomolamelipodia.

Laactivacién deciertotipodemol éculasmotoras, lasmiosinas,
situadas en lamembranadel cono de crecimiento, puede atraer
losfilopodioshaciael dominio central del cono, causandoasi un

movimientoretrogrado queculminacone avancedel conohacia
adelante. EI dominio central del cono de crecimiento esrico en
microtUbul osy organel osdemembrana. L osmicrotibul osestan
orientadosconsuterminacionpositivahaciael dominioperiférico
yformanlaestructuradel citoesqueletopor lacual sellevaacabo
el transportevesicular rapido. Laentregadevesiculasal conode
crecimiento es necesariapara el abastecimiento de material de
membranaadicional parael crecimientodelaneurita, asi comode
diferentes receptores en lamembrana’.

Paraencontrar el camino correcto hacia su destino, el cono de
crecimiento debe reconocer |as sefial es presentes en el medio.
Hasta la fecha se han logrado encontrar varias familias de
mol écul asqueintervienendevariasformasparaguiar al conode
crecimiento>8. Lamayor parte delos mecanismos moleculares
parala guia de neuritas se puede clasificar en tres grupos, sin
embargo, ciertoniimero demol écul asguiapuedetomar diferentes
papel es, dependiendo delas circunstancias. Lostres grupos de
mol écul asson permisivosoinhibitorios, atractivosorepul sivos
y por contacto o difusibles.

1) Permisivosoinhibitorios: Unadelasformasméassimplespara
dirigir neuritasen crecimientoatravésdecaminosespecificosse
lograexpresando mol écul asen patronestridimensional es. Estos
patronesetiquetan ciertaspartesdel medio como permisiblepara
el crecimientoy otraspartescomoinhibitorioparael crecimiento.
Asi, el crecimiento de la neurita puede llevarse a cabo por un
camino angosto restringido por moléculasinhibitorias.

2) Atractivos o repulsivos: Este tipo de moléculas es eficiente
para guiar neuritas cuando esta presente en un gradiente de
concentracion, proporcionando unasefial vectorial paraquela
neuritasemuevaen unadirecciénuotra, enunproceso conocido
comoquimiotaxis. Estapuedeser positiva(atractiva) onegativa
(repulsiva). Deestaforma, unamol écul asecretadapor unblanco
paralaneuritageneraun gradientede concentraciondebidoasu
difusiénene medio, e cual puededar informaciénal conosobre
lalocalizaciondel blanco.

3) Por contacto o difusibles: Otratipo de moléculas guia estan
fijasen el sustrato, por ejemplo, expresadasenlamembranade
otrascélulasofijasenlamatrizextracelular (MEC). Enestecaso,
el cono decrecimientotienequemantenerseen contacto directo
con €l tejido en cuestion. Hasta la fecha se han identificado
cuatrogruposdemol éculasguiaasi comosusreceptores. Varias
de las moléculas no actlian por si solas sino en conjunto con
otras de otros grupos.

Dentro de las mol écul as guia que se han podido identificar,
esta el grupo de las netrinas®, el grupo de las efrinas'®, el
grupo de las semaforinas, y €l grupo de las slit'?, con su
receptor Robo. Ademasde estosgruposdeproteinas, también
sehadescubierto quelosnucledtidosciclicosintervienenen
laguiadeneuritas. Actualmente sehan encontrado evidencias
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dequeademasdelasmol écul astradicionalesdeguia(netrinas,
efrinas, semaforinasy dlit), otrosgruposdemol écul asactiian
en conjunto con éstas.

L os otros grupos de proteinas son bien conocidas por su papel
como morfégenosy cadavez es mas evidente que reaccionan
con € cono de crecimiento. Los morfégenos son proteinas
producidas y secretadas por un grupo restringido de células.
Estas proteinas inducen diferentes respuestas en las células,
dependiendo de sus concentraciones. L os morfdgenos se unen
a receptores especificos para desatar cascadas quimicas
intracelulares, que controlan latranscripcién de ciertos genes
y asi influir en el comportamiento delascélulas.

De acuerdo con esta definicion, miembros de las familias de
hedgehog (Hh)***4, wingless (Wnt)®, factor de crecimiento
tranformante(TGF) y, masreci entemente, factor decrecimiento
de fibroblastos (FGF) parecen actuar como morfégenos en
contextos especificos'®. En € sistema nervioso central de los
vertebrados se conocen algunos ejempl os de estas moléculas.
Las Whnts, forman patrones en la placa neural através del ge
anteroposterior. Las proteinas morfogénicas del hueso (BMP
por sunombreeninglés) y el sonic hedgehog (Shh), especifican
laidentidad neural alolargo del gjedorsoventral entodoel tubo
neura. EstudiosqueimplicanalasShh, BMPy Wnt controlando
el movimientodelosconosdecrecimiento, hansidolabasepara
creer que estas moléculas no actlian como guias.

Hemos mencionado que experimentos anterioreshan mostrado
guelamorfologiadelaneuronacambiade acuerdo al medioen
€l quecrece, peronoexisten hipotesisni model osqueinvestiguen
este punto. Por esta razén hemos efectuado una serie de
experimentosenfocadosaverificar lascondicionesquecambian
lamorfologiadelasconexiones.

METODOS EXPERIMENTALES

Realizamos experimentos en los que cultivamos neuronas de
ratasWistar reciénnacidas, conel objetodeobservar lamorfologia
decrecimientodelasneuronascomo funciéndelacomposicion
del medioenel quefueron cultivadas. Seprepararondosmedios
distintos que simulan condiciones favorables y desfavorables
para el crecimiento de dendritas. De aqui en adelante nos
referiremos a medio favorable como “medio rico”, y
consecuentemente al otro como “medio pobre”.

Ladiferenciaen los medios es el recubrimiento del sustrato de
crecimiento para neuronas en cultivo. Para el medio pobre se
utilizé una capa de Poli-L-lisina (PLL) y para el medio rico,
Matrigel. Ambosrecubrimientosfavorecenlaadhesioncelular,
indispensabl e parala sobrevivencia de neuronas en un cultivo
primario. El pisodelascajasdecultivoestacargadonegativamente
como consecuenciadel tratamiento de plasmadel poliestireno,
y lospolimerosdelisinadelaPLL cambianlacargaapositiva,
lo que favorece no sélo laadhesién celular, sino quefacilitala

absorcion deserumy otras proteinas extracel ulares. El sustrato
dePL L proveélascondicionesminimasparalasupervivenciade
lascélulas.

Matrigel es el nombre comercial de una mezcla de proteinas
gelatinosas secretadas por células tumorales del sarcoma del
raton Engelbreth-Holm-Swarm. Estasubstancianosdlopromueve
laadhesioncelular, sinoquecontieneel complegjoextracel ular de
muchos tejidos, que favorecen el crecimiento, en particular
nutrientesy factores de crecimiento.

Se obtuvieron neuronas de cerebelo y estriado de ratas Wistar
de tres dias de vida, a través de disociacion mecanica. La
solucion del medio de cultivo fue de sal balanceada de Hank
(Gibco Cat. 14185-052) con suplementos de suero dealbimina
bovina.

Para cada tipo de neurona se fijaron dos condiciones
experimental es. cultivos con medio pobre en nutrientes (PN) y
cultivos con medio rico en nutrientes (RN). Para e PN se
recubrieron cgjas de Petri con pozos para cultivos con Poli-L-
lisina(SigmaCat. P5899-5MG), (mol. Wt 30,000-70,000). Para
el RN se utilizaron las mismas cajas de cultivo recubiertas con
Matrigel Basement Membrane Matrix (BD Cat. 356234).
Matrigel contiene componentes de base de membrana
(colagenos, laminitay proteoglicanos) y tambiéntieneenzimas
degradadorasdematriz, susinhibidoresy factoresdecrecimiento.

L ascélulassecol ocaronenlascajasmencionadasaunadensidad
aproximadamentede500,000/0.5ml conNeurobasal (Invitrogen
Cat. 21103049) suplementado con B-27 (Gibco Cat. 10889-
038), 100U/ml depenicilinay 100U/ml deestreptomicina. Los
cultivos se mantuvieron en unaincubadorahumectantea37°C
dentro de un ambiente con 5% de CO,. El medio de cultivo se
cambi¢ cadatresdias, y se sostuvo por dos semanas, yaque en
estetiempo sepuedeobservar uncrecimientoneuriticoabundante
y firme. Nuncainhibimosel crecimientodecélulasnoneuronales,
yaquelascélulasglialesfavorecenlaformaciénnormal del tejido
neural.

El mismo tipo de neuronacrece en formadiferente en cadauno
delossustratos. EnlaFig. 2semuestraunejemplodel crecimiento
deneuritas dedostiposde neuronasen dos sustratos diferentes.
Observequeladensidad decélulasno correspondealadensidad
de sembrado, ya que muchas células sembradas no sobreviven
enel cultivo. Esto depende mucho del recubrimiento, el medio,
el tipo detejido neural y lafrecuenciade cambio del medio.

Se puede observar queen el RN, las neuronas estan conectadas
entresi deunaformacasi recta, mientrasqueenel PN, lopatrones
de conexion entre neuronas presenta formas mas sinuosas.
Estas observaciones son contrarias a comportamiento que se
esperariasi uno consideraqueen un medio pobresedeberiande
ahorrar recursos de masay energia.
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Figura 2. Neuritas creciendo: (a) neuronas de cerebelo en
medio pobre (PN). (b) neuronas de cerebelo en medio rico
(RN). (c) neuronas del estriado en PN y (d) neuronas del
estriado en RN. La escala indicada es la misma para todas las
imagenes.

Sepodriainferir |6gicamenteque, si el crecimientosignificaun
esfuerzogrande paralacélula, gastando energiay materia, en el
PN lasneuritasdeberianser lo masrectasposi blesparaminimizar
la energia y materia que se consume durante el proceso de
crecimiento. Por otra parte, en € RN las consideraciones del
ahorrodeenergiano sonimportantesy por esarazonlasneuritas
pueden crecer sinuosamente sin peligro de morir de inanicion.

Estos hechos necesitan explicacion. Propondremos un modelo
cuya hipétesis central es que los meandros son una sefial dela
existenciade caminos quimicos quelas neuritas pueden seguir.
De esta forma se asegura que eventual mente seran conectadas
a otras neuronas sin €l riesgo de morir en € camino. Mas
especificamente, proponemos que las mol écul as sefializadoras
sedifunden deformadiferentedependiendo delaconcentracion
deal gunasubstanciaqueformal oscaminosquimicos. Paraesto
se necesita postular la existencia de un patréon espacial de
concentraciones quimicas.

EL MopeLo Teoérico

Nuestro model o se divide entonces en dos partes, laformacion
deun patrén espacia quimicoquesirvacomoun*viaducto” por
el quelasneuritaspuedan crecer y ladifusionpreferencial deuna
substancia guia sobre estos patrones.

Laprimeraparte puedejustificarsesi las substanciasque guian
a cono de crecimiento, ademas de difundirse reaccionan
guimicamente, de forma que un patrén espacial de
concentraciones seformede maneraestacionariay estable. De
estaforma se obtieneinformacion posicional precisa.

Laformaméassimpledeobtener unpatrén espacia esproponiendo
unsistemadereacci on-difusién quepresenteunabifurcacionde
Turing® con sdlo dos morfégenos con concentracionesu y v.
Esta bifurcacién se conoce con € nombre de “inestabilidad
provocada por la difusion”. Los patrones de Turing se han
utilizado en afios recientes para modelar numerosos sistemas
biol 6gicos.

Lasegundaparte del modelo tiene que ver con los mecanismos
por losqueel cono de crecimiento puede ser guiado atravésde
estos caminos quimicos para alcanzar su blanco.

Con este prop6sito proponemos la existencia de una tercera
substancia W que debe ser secretada por la neurona blanco y
gue anunciasu disponibilidad paraconectarse. Estasubstancia
actlla como guiay es responsable de desencadenar |a cascada
dereaccionesdentro del cono de crecimiento queresultenensu
desplazamiento, talescomo laadicién detubulinay material de
membrana.

Ladifusion de W debe ser selectiva, en e sentido que sdlo se
Ileve a cabo en regiones de alta concentracién de uno de los
morfogenosqueformenel patron. Estoesposibles W interactlda
en forma diferente con los otros dos quimicos, por gemplo,
puede ser quesblolasubstanciaV reaccionequimicamentecon
W produciendo una substancia inerte, y en consecuencia la
concentracion de esta substancia (w) es pequefia en regiones
dondev esgrandey por lotantoladifusion, queesunfenémeno
delargoalcance, sellevaraacaboenlasregionesdealtau, donde
w no se pierda. Obviamente, si w eslo suficientemente grande,
W sedifundirdpor todaslasregiones, yaqueV nopuedeeliminar
eficientementeaW, haciendo quelaexistenciadel patrénnosea
importante. En este caso las trayectorias del cono podran ir
directamentealafuentedeW, sin seguir loscaminosimpuestos
por €l patrén.

Modelo de formacién de un prepatrén

En esta seccidn describimos el model o especifico paragenerar
el patron espacial dequimicos. Esteserviraparaformar caminos
paraguiar alas neuritas en crecimiento. Los quimicos deberan
ser producidos por las neuronas. Supdngase que hay dos
neuronasA y B que sedeben conectar entresi. LaneuronaA es
laneuronablancoy desdelaneuronaB crecenlasneuritashacia
el blanco.

Unaposibilidad es quelaneurona A secrete un quimico U que
se difunday reaccione con otro quimico V, secretado por la
neurona B. Otra posibilidad es que las dos neuronas secreten
tanto U como V. En cualquieradelosdos casos, ladinamicade
los quimicos puede ser descrita por ecuaciones de reaccion
difusion, ya que se supone que los quimicos son secretados al
medio por fuentescercadel cuerpo neuronal y éstosreaccionan
entre si.
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Existen variosmodel osde este tipo que pudi eran ser utilizados,
sinembargo, dadalaausenciadedatossuficientesparaconstruir
lacinética de reaccion parael problema, escogimosuno delos
mas simples que satisfacen las necesidades de los dos casos
antes mencionados. Este se conoce como el modelo de Gray-
Scott?’, el cua es un ejemplo de un sistema de inhibidor-
activador con una cinéticarelativamente simple. De cualquier
forma, sedebentomar en cuentatodoslosdatosexperimental es
paradar sentido alos pardmetrosintroducidos. Las ecuaciones
son las siguientes:

U _ 52 2 ]
5t =DOVAU-u2+F(1-u) +A(n,) +B(n), 1
%—\t/ =56VA+uv?- (F+K)v,

Donde u y v son las concentraciones de las substancias
mencionadas, |l ascua esactuarén eventualmentecomomol éculas
del tipoactivador-inhibidor duranteel crecimientodelaneurita.
D =D/D, eslarazon de los coeficientes de difusion, la cual
debera ser diferente de uno paraque se cumplan los requisitos
paralainestabilidad de Turing. Laconstante  proporcionauna
escaladelongitud y los pardmetros F y k son las tasas paralas
reacciones quimicas. Estas son:

U+2vV— 3V 2
V- P,

donde P es un producto inerte delareaccién. De estaforma, €l
sistema puede ser descrito por dos especies, F y k son los
parametrosdereaccion. Lamayor partedelosmodel osde Turing
forman puntosorayas. El model o deGray-Scott hasidoestudiado
exhaustivamente y los valores de D para los cuales aparecen
inestabilidades de Turing son bien conocidos, asi como los
valores en |os que aparecen puntos o rayas'®. Existen también
condiciones en las cuales aparecen patrones de laberintos y
frentes de onda oscil antes. Para nuestros propdsitos escogimos
unaregion en el espacio deparametrosen lacual aparecentanto
puntos como rayas, de tal forma que uno de los morfogenos
percolael espacio.

Hemosrealizado simulaciones numéricasen dominiossobre
un plano bidimensional de diferentes tamafios y con dos
condicionesalafrontera, yaseaperiodicaodeflujocero. Los
patrones son sumamente estables, aun con la presencia de
ruido.

EnlaFig. 3 presentamos el proceso de formacién de un patrén
utilizandol osparametros: k=.0635, F=.04, 6=0.05y D=2. Observe
guelospatronesseforman répidamentey el domino secubrecon
pocas interaciones de tiempo. Después toma mas tiempo para
guelaconfiguracion se estabilice, dedibo alarelgjacion delos
defectos. Lascondicionesinicia esseescogierona eatoriamente
arededor del punto (u,,v,)=(0.5,0.5)+0.01enunamallade 120 por

120 puntos. Parasimular laposi cion delasneuronas, escogimos
10lugaresqueacttian comofuentesdel morfégeno U, responsable
de la sefializacon. Las fuentes son simuladas afiadiendo un
término constante (A=+0.01) alaprimerade las ecuaciones 1.
Esto es andlogo a considerar un campo externo en algin lugar
gue mantiene el valor del campo constante, como un momento
dipolar enuncampomagnéticoexterno. Existenotras10neuronas
queactiian como sumiderosde U, lo cual selograafiadiendo un
término negativo (B=0.02). La posiciéon de las neuronas es
escogidaal azar.

En todas las simul aciones usamos un método simple de Euler
paraintegrar en el tiempo, setuvo cuidado de escoger un paso
detiempo Atlosuficientementepequefio paraevitar fluctuaciones
numéricas.

Quedapor justificar el usodeunmodel otansimple, sinembargo,
précticamente todas las conclusiones de este trabajo son
independientes del modelo de reaccion quimica usado. Casi
todos los sistemas de Turing producen los mismos tipos de
patrones, 1o importante es que la reaccion quimica real debe
garantizar la percolacion espacial de uno delos morfégenos.

Modelo de crecimiento
Una vez que se forma el patron espacial, se supone que las
neuronas blanco A secretan un tercer quimico W, el cual actia
como molécula atractiva de largo alcance. La difusion de W
obedece ala ecuacion de Fick:

ow (©)

pril D,Vaw

El punto claveesqueladifusién esdiferente dependiendo dela
cantidad de nutrientes adisposicién en el medio. Si lacantidad
denutrientesesalta, laconcentracién delasubstanciaguiam es
muy grandey ladifusi6n dominasobrelareaccion quimicaque
elimina a W, mientras que si ho hay suficiente cantidad de
nutrientes hay poca produccion de W y la reacciéon quimica
domina sobre la difusion. Dado que se supone que €l patrén
quimico estainmerso en un medio diluido que contiene varias
substancias, la presencia de éste puede ser sentida por W con
una susceptibilidad dependiente de la dilucion.

Si lacantidad de nutrientes es suficientemente grande, €l hecho
dequehayaregionesend patréndondelasubstanciainhibidora
predomina, no esimportantey ladifusién de W se puedellevar
acabo por todo € dominio, yaqueW sobrevivealn enregiones
conconcentracionesgrandesdeinhibidor. Por otrolado, cuando
lacantidad de nutrienteseshaja, €l patrén eliminalaexistencia
de W enlasregiones con altaconcentracién deinhibidor, y por
lo tanto las moléculas W sdlo se difundiran en regiones donde
hayapocoinhibidor. L asregionescon concentracion grandede
inhibidor deben considerarse como barreras paraladifusion de
W. El problemaparaencontrar ladistribuciénenequilibriodeW
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Figura 3. Patrén bidimensional obtenido con k=0.0635,
F=0.04, 6=0.05 y D=2 con condiciones de flujo cero. (a)
Configuracién inicial, (b)después de 5000, (c) 10000, y (d) 2
850 000 pasos de tiempo. Hay diez fuentes morfégeno U
(circulos negros) y un numero igual de sumideros (cuadros
grises).

se reduce a resolver la ecuacion de Laplace en un dominio
complegjo.

En la Fig. 4 presentamos la difusion de w desde una fuente
escogidaenlaFig. 3. Noteladiferenciaentrelosdosescenarios:
en un medio pobre en nutrientes W se difunde solo sobre las
areas de altaconcentracion de u, mientrasque en un mediorico
ennutrientesW sedifundeenformaradial por todo el dominio.
Laconstante de difusion D se escogid 10 veces mas pequefia
queD,.

El modelo ahora se completa haciendo una suposicién
universalmente aceptada, que los conos de crecimiento tienen
sensores que le permiten medir el gradiente de las substancias
guia. Existen en la literatura modelos apegados a los datos
biol dgicos que permiten al cono orientarse en la direccion de
méximogradientey entoncescrecer enesadireccion. Sinembargo,
paranuestrospropésitos, un model o massimplebasta. Un pixel

determinalaposicién del cono en cadatiempo, y por un proceso
deautématacelular semide en cadapaso laconcentracionwen
cada uno de los pixeles vecinos, y entonces la posicion del
autdmata cambia hacia € sitio vecino que tiene mayor w
desplazando la punta del cono a ese lugar. De esta forma se
disefia un programa numérico simple que consiste en escoger
unaneuronablanco (lafuentedeW) y proceder conel crecimiento
de dendritas que siguen los caminos hasta alcanzar el blanco.

EnlaFig. 5 mostramos | os resultados de ese cal culo numérico

\ a) b) )

Figura 4. (a) Concentracién estacionaria de W después de
difundirse en un medio pobre desde una sola fuente. (b) Lo
mismo en un medio rico. Observe que el patrén de la Fig. 3 se
percibe en (a) pero no en (b).

—

I . - e -
a) b)
] d)

\. J

Figura 5. Crecimiento de neuritas simulado por un autémata
celular. (a) Trayectorias seguidas en un medio pobre en
nurientes que siguen las caminos en que los valores de u son
altos. El patr6n de Turing se muestra también. (b) Lo mismo que
en (a) pero sin mostrar el patrén. (c) Estado final de crecimiento
cuando todas las neuritas alcanzan el blanco. (d) Lo mismo que
en (c), pero en un medio rico. Observe que las trayectorias son
mas rectas que en el medio pobre.

usando el mismodominioquee delaFig. 3. Notequecuando el
medio es pobre las trayectorias aparecen sinuosas, ya que
siguen los caminos quimicos dictados por el patrén, mientras
gue en el medio rico en nutrientes, como en la Fig. 3(d), la
susceptibilidad de W hacia € patron de U es pequefia, y
entoncesel blanco sealcanzadirectamente, en correspondencia
con las observaciones experimental es.
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DiscusiION Y COMPARACION CON EL EXPERIMENTO

En e gemplo mostrado en la Fig. 5 mantuvimos todos los
parametros constantes asi como un solo patrén de Turing de
referencia. Esto se hizo parapresentar |os resultados en forma
claray simple. Sin embargo, realizamos numerosos calculos
numéricos, que No mostramos porque no aportan nadabasico a
losresultados. Enestoscal culosseexplorarondiferentesregiones
del espacio de parametros en dominios bidimensionales de
variostamafiosy formas. También cambiamoslas condiciones
a la frontera (por gjemplo periédicas, para simular espacios
infinitos), asi comoel nimero deneuronasquecrecen o neuronas
blanco.Exploramoslosefectosdecambiar laconstantededifusion
deWy susensibilidad paradifundirseenloslaberintos, asi como
las vel ocidades de crecimiento.

L osresultadosquehemosmostrado no cambian cuditativamente
s sevarian los parametros en unaregion grande, alrededor de
losval oresescogidos. L auni carestriccion quesedebeconsiderar
concierneal osparametrosdereacciéndel model o de Gray-Scott,
gue deben escojerse detal formaque produzcan un patrén en el
cua u percole en todo € dominio.

Los resultados mostrados en la Fig. 5(c) y (d), deben ser
comparados visualmente con los resultados experimentales
mostradosenlaFig. 2. Sostenemosquenuestro model oreproduce
adecuadamentel acaracteristicabéasicadel fenémenoqueconsiste
en gque los caminos de crecimiento son mas rectos en un medio
rico en nutrientes que en uno pobre (es reproducida
adecuadamente por nuestro model 0). Observe que esto sucede
con neuronas de partes diferentes del sistema nervioso.

Nuestros experimentos no muestran si las moléculas guia
reaccionanentresi. Dehechoesextremadamentedificil determinar
experimentalmentesi estasmol écul asreaccionanono, por varias
razonesimportantes. Primera, |aidentificaciéndeestasmol éculas
debe hacerse dentro de un grupo de cientos de moléculas
secretadas. Segunda, las moléculas deberian ser marcadas con
marcadoresquepermitansuvisualizacion. Tercera, lasreacciones
guimicas que se detectaran no necesariamente producirian los
efectos que describimos. En realidad en muy pocos sistemas
experimental es se han podido obtener patrones de Turing. Sin
embargo, no deja de ser alentador que recientemente se ha
encontrado que el patrén de foliculos pilosos en ratones se
produce por un mecanismo de Turing muy parecido a usado

aqui®.

Nosotros no argumentamos que solo tres sustancias tomen
parte en el proceso, seguramente hay docenas de mecanismos
que regulan el proceso real de crecimiento. No obstante,
pensamosqueel model o simplificado quesemostro, capturalas
caracteristicas esenciales requeridas para explicar los
experimentos. L osexperimentossdlonosmuestranindirectamente
lo que sucede, los patrones de crecimiento son diferentes en
distintas condiciones, y esta distincién es contrariaalo que se

esperariacon mecanismos de difusion simple.

Estamos convencidos gque este modelo presenta |o necesario
paraexplicar el crecimiento serpenteante. Si esnecesario, cada
parte del modelo puede ser modificada, incorporando asi méas
datos experimentales. La cinética de la reaccién que forma el
patronde T uring espaci al menteestabl epodriaser notablemente
mas complicada. Las moléculas guiapodrian reaccionar con el
medio, o entre ellas. Incluso, se podriamodelar € crecimiento
mismo de |as neuritas con mecanismos més sofi sticados.

El model o puedeser utilizado paraexplicar algunosfendmenos,
como axones cruzando la linea media. Axones comisurales
crecen hacia la linea media siguiendo guias como Netrinas.
Después de que cruzan, losaxones cambian dedireccion enun
sentido longitudinal. Una vez que llegan a la linea media,
moléculas Slitinhibenlaactividad delasNetrinas. Y acercade
la linea media la actividad de tres tipos de receptores Robo
modulan el comportamiento de los axones. Este hecho esta
claramenteligado con un problemade patronesespaciales. L os
axones deben seguir un camino y cambiar de direccion
repentinamente.

Por ejempl o, existen otrosmodel os mateméti cos que describen
en formageneral el crecimiento de neuritas'®, en un marco de
referenciadeinteracci6n entrecampos, quepermitenorientar el
cono de crecimiento apropiadamente. Estos mecanismos
funcionan muy bien, excepto quelaausenciade un mecanismo
sofisticado de difusion impide que el modelo reproduzca las
trayectorias sinuosas que se observan en |os experimentos. En
estosmodel osseintentanreproducir lasdesviacionesdelalinea
recta por medio de fluctuaciones térmicas. Sin embargo, los
resultados numeéricos de esos calculos no se parecen a las
trayectoriasohservadas. Esevidentequeel ruido térmico por si
solono puedereproducir |oscambiosabruptosdedireccion que
ocurren enloscultivos. Entonces proponemos quelos model os
maés sofisticados que existen y toman en cuenta los procesos
mol ecul aresque seconocen, deberianintroducir con cuidado el
hecho dequeen general estasmol éculasreaccionan entresi. En
estearticulosimplementeenfatizamosestehechoy lasimportantes
repercusionesquetieneenmoldeary controlar lamorfol ogiadel
tegjido nervioso.

CONCLUSIONES

Hemos presentado un estudio sobre crecimiento de neuritas
variando las caracteristicas del medio en el que crecen. Los
experimentos muestran que | os patrones de crecimiento varian
dependiendo del sustrato en el que crecen. Opuesto a nuestras
expectativas, |os patrones de crecimiento de neuritas son mas
rectos en un medio rico en nutrientes que los patrones en un
medio pobre en nutrientes.

Presentamos un model o basico con | as propiedades necesarias
paraexplicar los resultados experimental es. En este modelo se
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propone que se forma un prepatrén quimico de substancias
activadorasinhibidoras, y esestacionario. El patron es seguido
por mol écul assecretadaspor lasneuronasblanco, cuyadifusion
depende delacantidad de nutrientes disponiblesen el sustrato.
El crecimiento de las neuritas es modelado con un automata
celular que crece en direccién de mayor concentracion de las
moléculasguia.

Conestemodelollevamosacabo ca culosnuméricosy obtenemos
patrones de crecimiento sinuosos en ambientes pobres de
nutrientes, y patrones rectos en ambientes ricos de nutrientes,
tal como enlos experimentos. Sostenemos quelaexistenciade
los caminos con meandros pueden ser explicados con laidea
basicadel modelo en suformamassimple. Quedapor verificar
experimentalmente si las reacciones quimicas presentes en €l
mediointerneuronal pudierangenerar patrones. Admitimosque
la observacion de estos patrones debe ser muy dificil. Seria
buenotambién comparar laversatilidad del model ocontralaidea
usual menteaceptadadequeseriasuficienteconsiderar moléculas
atrayentes y repelentes?. Algunos modelos de guia de
crecimiento para neuritas utilizan ecuaciones de difusion y
producen patronesrectos. L aadicion deuntérmino dereaccion
en las ecuaciones de difusion, nos permitejustificar € por qué
de los cambios drésticos de direccion en el crecimiento de
neuritas. Ademas, esto permitelaventajade asegurar quetodas
las neuritas lleguen a sus blancos especificos sin obstruirse
entre si y con otros tejidos.

En los Ultimos afios se han descubierto varias moléculas guia.
Algunas de éstas han sido identificadas también por sus
propiedades de morfégenos en etapas de desarrollo. Este es €l
primer model oqueincorporamol écul asguiaasi comomorfogenos
enunsolomarcotedrico. Estoesmuy importanteyaquelamayor
partedelaactividad decrecimiento de neuronassucededurante
€l desarrollodel embrién. Lamayor partedel astransformaciones
espaciales que ocurren en e organismo son mediadas por
morfdgenos. Lateoriadereaccion-difusién de Turing eslamés
aceptadaparamodel ar morfogénesis. Ennuestromodel o, hemos
introducido el concepto de guia de neuritas acoplado a
morfogénesis.

Creemosquenuestro modeloinspiraralarealizaci 6n denuevos
experimentos con reacciones entre las moléculas guia.
Quimicamente es un reto encontrar estas reacciones. Si se
lograra, y ademassecumplieranlascondicionesnecesariaspara
tener lainestabilidad de Turing, sepodriatener lacertezaquelos
model os de reaccidn-difusién son esenciales para describir €l
crecimiento de neuritas. Nuestro modelo es adecuado para
incorporar la interaccion entre moléculas guiay enfatizar la
importanciadereaccionesquimicasentremorfdgenosa model ar
€l crecimiento de neuronas.
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