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MODELANDO EL CRECIMIENTO DE NEURITAS
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Instituto de Fisica, UNAM. Apdo. Postal 20-364, México 01000, D.F.
’Facultad de Medicina, UNAM, México 04510, D.F. E-mail: barrio@fisica.unam.mx

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 ndmero inmenso de neuronas, encontrar el camino correcto para cada una de ellas es claramente
un fenémeno 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 tedrico para explicar las diferencias encontradas en medios quimicos diferentes.
Simulaciones numéricas reproducen las observaciones y permiten predecir la forma como actGan diversas
substancias quimicas en el crecimiento y la conexion 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 allow to predict the existence and

ARTICULO ORIGINAL

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

1 funcionamiento correcto del sistema nervioso
depende de la habilidad con la que las neuronas
puedan conectarse con blancos especificos durante el
desarrollo del embrion. En cada neurona crecen
neuritas, que deben encontrar trayectorias viables hacia objetivos
espacialmente especificos, ya sea con otras neuronas, como en
el sistema nervioso central, o con otros tejidos. El problema de
empaquetamiento de neuronas, axones y neuritas no ha sido
resueltoy existe un gran interés en la investigacion de este tema.
Fisicamente es muy dificil imaginar una red altamente conexa,
como lo requiere el entramado cerebral, en un volumen tan
pequefio. Un estudio de este fascinante tema topoldgico se
puede consultar en la Ref. [1].

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

Aun cuando existen varios tipos de neuronas que difieren en
detalles estructurales, dependiendo de su funcion, la mayor
parte de ellas comparten caracteristicas comunes. Una neurona
tiene un cuerpo relativamente grande, que contiene un ntcleo
conmaterial genéticoy unavariedad de otros organelos celulares.
Ademas, las neuronas tienen extensiones fibrilares que sirven
para transportar informacion a otros lugares.

Se observa que en algin momento del desarrollo de unaneurona,
del cuerpo celular crecen una o varias neuritas que exploran la
vecindad en busca de un blanco para conectarse. Posteriormente
una neurita se puede diferenciar en un axon o una dendrita. En
la punta de una neurita esté el cono de crecimiento?, que como
sunombre lo indica, es una estructura que le sirve de guia durante
su crecimiento. Con la polimerizacion de cadenas de actina se
producen protuberancias del cono de crecimiento llamadas




6 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 10, No. 1

filopodia. Las filopodia se van adhiriendo al sustrato en el que
crecen, “palpando” el espacio por el que la neurita crece.

Durante el crecimiento varias reacciones intracelulares se desatan,
resultando en la polimerizacion de tubulina en la neurita y la
adicion de mas membrana celular proveniente del cuerpo de la
célula. Actualmente se admite que estos procesos son
provocados por varias moléculas que sirven de guia, algunas
atraen al cono, mientras que otras lo repelen.

Lasmoléculas guiapueden estar fijas en el sustrato (por ejemplo
en un musculo sobre el que la neurona creceria) o pueden ser
secretadas por una célula blanco, que sefiala asi su posicion a
distancia debido ala difusion de la substancias guia en el medio.
El cono de crecimiento es capaz de percibir gradientes de
concentraciéon y seguir la direccion de mayor o menor
concentracion.

Existen varios modelos matematicos que intentan reproducir la
dindmica de los conos de crecimiento. El cono normalmente se
representa con un automata celular, el cual puede seguir la pista
de un gradiente de concentracioén de alguna molécula. En los
modelos se tienen neuronas blanco que secretan moléculas guia,
que 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 usualmente muestran trayectorias rectas, debido a
que las sefales se propagan por difusiéon simple en el medio. Pero
esto no corresponde a lo observado.

Los caminos seguidos por las neuritas son en general intrincados,
y de ninguna manera rectos. La topologia depende del tejido, el
tipo de neurona y de muchos otros factores, como es de
esperarse en un sistema con multiples funciones diferentes. Para
poder estudiar este fendmeno complejo, generalmente se hacen
observaciones en cultivos de neuronas in vitro, en los cuales se
regulan algunas variables para observar los cambios en el
crecimiento de neuritas bajo diversas condiciones de cultivo.

En general se observa que en un cultivo ideal (en el que no hay
restriccciones para el crecimiento) las células crecen muchas
neuritas y se conectan radialmente, en forma casi recta
practicamente con todas las demas. Una vez que se conectan, las
neuronas empiezan a pulsar, las conexiones que son redundantes
muereny al final se obtiene una red muy parecida a la observada
eneltejidoin vivo. Sinembargo, si serestringen ciertas substancias
durante el crecimiento (de aqui en adelante las llamaremos
nutrientes), las neuronas crecen en un numero relativamente
bajo de neuritas y no se conectan “todas contra todas”. Atn mas
sorprendente es el hecho que las trayectorias de las neuritas no
son rectas. Esto es interesante y sorprendente, ya que se
esperaria que ante condiciones adversas al crecimiento, la
neuritadeberia seguir trayectorias rectas, que ahorren la cantidad
demasay energia, y evitar una posible muerte antes de conectarse

al blanco predeterminado. La energia gastada para crecer material
es considerable, y como en todos los sistemas bioldgicos, debe
existirun mecanismo que permita la supervivencia del organismo,
aun en condiciones adversas.

Nuestro propdsito y motivacién es estudiar este mecanismo,
por lo que disefiamos un experimento ex profeso en el que
cultivamos neuronas en medios adversos al crecimiento.
Reconocemos que los factores de crecimiento y los nutrientes
son substancias que favorecen el crecimiento sano y 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 generales adecuadas
se pueden producir patrones espaciales estacionarios en las
concentraciones de los quimicos por mecanismo de Turing’.

Este patron espacial podria ser detectado por los conos de
crecimiento si la neurona blanco secreta un tercer quimico que
se difunda preferencialmente en las regiones donde la
concentracion de una de las substancias que forman el patréon
espacial sea abundante. Estos caminos quimicos funcionarian
como guias para encontrar las células blanco, que en general no
son rectos. La difusién preferencial es posible si una de las
substancias que forman el patron espacial reacciona con la
substancia guia produciendo un compuesto inerte, de forma que
su concentracion en equilibrio dindmico s6lo sea detectable en
los caminos dictados por el patron espacial. En un medio donde
no existan restricciones en las substancias que producen el
crecimiento, laexistenciadeun patron espacial no seriaimportante,
puesto que existiria suficiente cantidad de substancia guia como
para que la reaccion secundaria no disminuya la concentracion
a niveles no detectables por el cono, y como consecuencia la
difusion seria normal produciéndose trayectorias mas rectas.
Cuando se tiene una red con miles de millones de neuronas, la
interferencia de las trayectorias de las neuritas puede ser un gran
problema, que se solucionaria con los caminos predisefiados por
estos patrones espaciales. En este articulo presentamos un
modelo que capta todas estas ideas y que reproduce
cualitativamente las observaciones experimentales.

A continuacion presentaremos algunos hechos bésicos de la
fisiologia de las neuronas, necesarios para apreciar y justificar
con claridad nuestros experimentos y nuestro modelo.

LA FISIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO

Enun tejido nervioso maduro las neuritas son de dos tipos: Las
dendritas que llevan la informacion del exterior hacia el cuerpo,
y los axones, que llevan mensajes hacia afuera. En las etapas
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embrionarias las neuritas no se distinguen entre axones y
dendritas, ya que aun no adquieren una funcion especifica.

Enlapunta deunaneurita estd el cono de crecimiento, que esuna
estructura altamente sensible que le permite orientarse durante
el crecimiento para conectarse con su objetivo. Los mecanismos
de orientacion pueden ser complicados, como: acelerar o frenar
lamigracion, pausar el crecimiento, colapsar, retraery bifurcar su
camino. Estas conductas le permiten, sin duda, encontrar el
camino hacia el blanco adecuado.

Enla Fig. 1 se muestra un esquema del cono de crecimiento.

Direccion de crecimiento
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Figura 1. Esquema de las partes del cono de crecimiento.

El cono de crecimiento esta dividido en dos partes, el dominio
central y el periférico, determinados basicamente por sus
componentes. El dominio periférico es rico en filamentos de
actina unidos en grupos de filamentos paralelos. Estos estan en
continuo movimiento, creciendo o retrayéndose por medio de la
polimerizacion o depolimerizacion de monomeros de actina. 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 su nombre en inglés “ribs”). Entre los filopodios
existeunared de actina que puede avanzar mediante la adhesion
con el medio externo. A estared se le conoce como lamelipodia.

Laactivacion de cierto tipo de moléculas motoras, las miosinas,
situadas en la membrana del cono de crecimiento, puede atraer
los filopodios hacia el dominio central del cono, causando asiun

movimiento retrogrado que culmina con el avance del cono hacia
adelante. El dominio central del cono de crecimiento es rico en
microtubulos y organelos de membrana. Los microtubulos estan
orientados con su terminacion positiva haciael dominio periférico
y forman la estructura del citoesqueleto por la cual sellevaa cabo
el transporte vesicular rapido. Laentrega de vesiculas al cono de
crecimiento es necesaria para el abastecimiento de material de
membranaadicional para el crecimiento de laneurita, asicomo de
diferentes receptores en la membrana®.

Para encontrar el camino correcto hacia su destino, el cono de
crecimiento debe reconocer las sefiales presentes en el medio.
Hasta la fecha se han logrado encontrar varias familias de
moléculas que intervienen de varias formas para guiar al cono de
crecimiento®8. La mayor parte de los mecanismos moleculares
para la guia de neuritas se puede clasificar en tres grupos, sin
embargo, cierto numero de moléculas guia puede tomar diferentes
papeles, dependiendo de las circunstancias. Los tres grupos de
moléculas son permisivos o inhibitorios, atractivos o repulsivos
y por contacto o difusibles.

1) Permisivos o inhibitorios: Unade las formas mas simples para
dirigir neuritas en crecimiento a través de caminos especificos se
lograexpresando moléculas en patrones tridimensionales. Estos
patrones etiquetan ciertas partes del medio como permisible para
el crecimiento y otras partes como inhibitorio para el crecimiento.
Asi, el crecimiento de la neurita puede llevarse a cabo por un
camino angosto restringido por moléculas inhibitorias.

2) Atractivos o repulsivos: Este tipo de moléculas es eficiente
para guiar neuritas cuando estd presente en un gradiente de
concentracion, proporcionando una sefial vectorial para que la
neurita se muevaen unadireccién u otra, enun proceso conocido
como quimiotaxis. Esta puede ser positiva (atractiva) o negativa
(repulsiva). De esta forma, unamolécula secretada por un blanco
paralaneurita genera un gradiente de concentracion debido a su
difusion en el medio, el cual puede dar informacién al cono sobre
lalocalizacion del blanco.

3) Por contacto o difusibles: Otra tipo de moléculas guia estdn
fijas en el sustrato, por ejemplo, expresadas en la membrana de
otras células o fijas en lamatriz extracelular (MEC). En este caso,
el cono de crecimiento tiene que mantenerse en contacto directo
con el tejido en cuestion. Hasta la fecha se han identificado
cuatro grupos de moléculas guia asi como susreceptores. Varias
de las moléculas no actian por si solas sino en conjunto con
otras de otros grupos.

Dentro de las moléculas guia que se han podido identificar,
esta el grupo de las netrinas’, el grupo de las efrinas!'®!!, el
grupo de las semaforinas, y el grupo de las slit'?, con su
receptor Robo. Ademas de estos grupos de proteinas, también
se ha descubierto que los nucledtidos ciclicos intervienen en
la guia de neuritas. Actualmente se han encontrado evidencias
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de que ademas de las moléculas tradicionales de guia (netrinas,
efrinas, semaforinas y slit), otros grupos de moléculas actiian
en conjunto con éstas.

Los otros grupos de proteinas son bien conocidas por su papel
como morfégenos y cada vez es mas evidente que reaccionan
con el 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. Los morfégenos se unen
a receptores especificos para desatar cascadas quimicas
intracelulares, que controlan la transcripcion de ciertos genes
y asi influir en el comportamiento de las células.

De acuerdo con esta definicion, miembros de las familias de
hedgehog (Hh)"!*, wingless (Wnt)', factor de crecimiento
tranformante (TGF) y, mas recientemente, factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF) parecen actuar como morfégenos en
contextos especificos'. En el sistema nervioso central de los
vertebrados se conocen algunos ejemplos de estas moléculas.
Las Wnts, forman patrones en la placa neural a través del eje
anteroposterior. Las proteinas morfogénicas del hueso (BMP
por sunombre en inglés) y el sonic hedgehog (Shh), especifican
laidentidad neural alo largo del eje dorsoventral en todo el tubo
neural. Estudios que implican alas Shh, BMP y Wntcontrolando
elmovimiento de los conos de crecimiento, han sido labase para
creer que estas moléculas no actuan como guias.

Hemos mencionado que experimentos anteriores han mostrado
que la morfologia de la neurona cambia de acuerdo al medio en
el que crece, pero no existen hipdtesis ni modelos que investiguen
este punto. Por esta razon hemos efectuado una serie de
experimentos enfocados a verificar las condiciones que cambian
la morfologia de las conexiones.

METODOS EXPERIMENTALES

Realizamos experimentos en los que cultivamos neuronas de
ratas Wistar recién nacidas, con el objeto de observar lamorfologia
de crecimiento de las neuronas como funcién de la composicion
delmedio en el que fueron cultivadas. Se prepararon dos medios
distintos que simulan condiciones favorables y desfavorables
para el crecimiento de dendritas. De aqui en adelante nos
referiremos al medio favorable como “medio rico”, y
consecuentemente al otro como “medio pobre”.

La diferencia en los medios es el recubrimiento del sustrato de
crecimiento para neuronas en cultivo. Para el medio pobre se
utiliz6 una capa de Poli-L-lisina (PLL) y para el medio rico,
Matrigel. Ambos recubrimientos favorecen la adhesion celular,
indispensable para la sobrevivencia de neuronas en un cultivo
primario. El piso delas cajas de cultivo estd cargado negativamente
como consecuencia del tratamiento de plasma del poliestireno,
y los polimeros de lisina de la PLL cambian la carga a positiva,
lo que favorece no so6lo la adhesion celular, sino que facilita la

absorcidn de serum y otras proteinas extracelulares. El sustrato
de PLL proveé las condiciones minimas parala supervivencia de
las células.

Matrigel es el nombre comercial de una mezcla de proteinas
gelatinosas secretadas por células tumorales del sarcoma del
raton Engelbreth-Holm-Swarm. Esta substanciano sélo promueve
laadhesion celular, sino que contiene el complejo extracelular de
muchos tejidos, que favorecen el crecimiento, en particular
nutrientes y 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 de albumina
bovina.

Para cada tipo de neurona se fijaron dos condiciones
experimentales: cultivos con medio pobre en nutrientes (PN) y
cultivos con medio rico en nutrientes (RN). Para el PN se
recubrieron cajas de Petri con pozos para cultivos con Poli-L-
lisina (Sigma Cat. P5899-5M@G), (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 también tiene enzimas
degradadoras de matriz, sus inhibidores y factores de crecimiento.

Lascélulas se colocaron en las cajas mencionadas auna densidad
aproximadamente de 500,000/0.5ml con Neurobasal (Invitrogen
Cat.21103049) suplementado con B-27 (Gibco Cat. 10889-
038), 100U/ml de penicilinay 100U/ml de estreptomicina. Los
cultivos se mantuvieron en una incubadora humectante a 37°C
dentro de un ambiente con 5% de CO,,. El medio de cultivo se
cambid cada tres dias, y se sostuvo por dos semanas, ya que en
este tiempo se puede observarun crecimiento neuritico abundante
y firme. Nunca inhibimos el crecimiento de células no neuronales,
yaquelas células gliales favorecen la formacion normal del tejido
neural.

El mismo tipo de neurona crece en forma diferente en cada uno
delossustratos. EnlaFig. 2 se muestraun ejemplo del crecimiento
de neuritas de dos tipos de neuronas en dos sustratos diferentes.
Observe que ladensidad de célulasno corresponde ala densidad
de sembrado, ya que muchas células sembradas no sobreviven
en el cultivo. Esto depende mucho del recubrimiento, el medio,
el tipo de tejido neural y la frecuencia de cambio del medio.

Se puede observar que en el RN, las neuronas estan conectadas
entre side una forma casirecta, mientras que en el PN, lo patrones
de conexion entre neuronas presenta formas mdas sinuosas.
Estas observaciones son contrarias al comportamiento que se
esperaria siuno considera que en un medio pobre se deberian de
ahorrar recursos de masa y 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.

Se podria inferir l6gicamente que, si el crecimiento significa un
esfuerzo grande para la célula, gastando energia y materia, en el
PN las neuritas deberian ser lo mas rectas posibles para minimizar
la energia y materia que se consume durante el proceso de
crecimiento. Por otra parte, en el RN las consideraciones del
ahorro de energiano son importantes y por esarazon las neuritas
pueden crecer sinuosamente sin peligro de morir de inanicion.

Estos hechos necesitan explicacion. Propondremos un modelo
cuya hipotesis central es que los meandros son una sefial de la
existencia de caminos quimicos que las neuritas pueden seguir.
De esta forma se asegura que eventualmente seran conectadas
a otras neuronas sin el riesgo de morir en el camino. Mas
especificamente, proponemos que las moléculas sefializadoras
sedifunden de forma diferente dependiendo de la concentracion
de alguna substancia que forma los caminos quimicos. Para esto
se necesita postular la existencia de un patron espacial de
concentraciones quimicas.

EL MopeLo Teorico

Nuestro modelo se divide entonces en dos partes, la formacion
de un patron espacial quimico que sirva como un “viaducto” por
el que lasneuritas puedan crecery ladifusion preferencial de una
substancia guia sobre estos patrones.

La primera parte puede justificarse si las substancias que guian
al cono de crecimiento, ademas de difundirse reaccionan
quimicamente, de forma que un patron espacial de
concentraciones se forme de manera estacionaria y estable . De
esta forma se obtiene informacion posicional precisa.

Laformamas simple de obtener un patron espacial es proponiendo
unsistema de reaccion-difusion que presente unabifurcacion de
Turing® con sélo dos morfogenos con concentraciones u y v.
Esta bifurcacion se conoce con el nombre de “inestabilidad
provocada por la difusion”. Los patrones de Turing se han
utilizado en afios recientes para modelar numerosos sistemas
biologicos.

La segunda parte del modelo tiene que ver con los mecanismos
por los que el cono de crecimiento puede ser guiado a través de
estos caminos quimicos para alcanzar su blanco.

Con este proposito proponemos la existencia de una tercera
substancia W que debe ser secretada por la neurona blanco y
que anuncia su disponibilidad para conectarse. Esta substancia
actia como guia y es responsable de desencadenar la cascada
de reacciones dentro del cono de crecimiento que resulten en su
desplazamiento, tales como la adicion de tubulina y material de
membrana.

La difusion de W debe ser selectiva, en el sentido que solo se
lleve a cabo en regiones de alta concentracion de uno de los
morfogenos que formen el patron. Esto es posible si W interacttia
en forma diferente con los otros dos quimicos, por ejemplo,
puede ser que solo la substancia V reaccione quimicamente con
W produciendo una substancia inerte, y en consecuencia la
concentracion de esta substancia (w) es pequefia en regiones
donde v es grande y por lo tanto la difusion, que es un fendémeno
delargoalcance, sellevaraacabo enlasregiones de altau, donde
wno se pierda. Obviamente, si w es lo suficientemente grande,
W se difundird portodas lasregiones, yaque V no puede eliminar
eficientemente a W, haciendo que la existencia del patron no sea
importante. En este caso las trayectorias del cono podran ir
directamente a la fuente de W, sin seguir los caminos impuestos
por el patron.

Modelo de formacién de un prepatrén

En esta seccion describimos el modelo especifico para generar
el patron espacial de quimicos. Este servira para formar caminos
para guiar a las neuritas en crecimiento. Los quimicos deberan
ser producidos por las neuronas. Supdngase que hay dos
neuronas A y B que se deben conectar entre si. La neurona A es
laneurona blanco y desde la neurona B crecen las neuritas hacia
el blanco.

Una posibilidad es que la neurona A secrete un quimico U que
se difunda y reaccione con otro quimico V, secretado por la
neurona B. Otra posibilidad es que las dos neuronas secreten
tanto U como V. En cualquiera de los dos casos, la dinamica de
los quimicos puede ser descrita por ecuaciones de reaccion
difusion, ya que se supone que los quimicos son secretados al
medio por fuentes cerca del cuerpo neuronal y éstos reaccionan
entre si.
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Existen varios modelos de este tipo que pudieran ser utilizados,
sinembargo, dada laausencia de datos suficientes para construir
la cinética de reaccion para el problema, escogimos uno de los
mas simples que satisfacen las necesidades de los dos casos
antes mencionados. Este se conoce como el modelo de Gray-
Scott!, el cual es un ejemplo de un sistema de inhibidor-
activador con una cinética relativamente simple. De cualquier
forma, se deben tomar en cuenta todos los datos experimentales
para dar sentido a los pardmetros introducidos. Las ecuaciones
son las siguientes:

a_” _ 2 2
0[ D5V Uu-uv +F(l 'H)+A(nl)+B(n2)7 (1)
% = Vv +w? - (F+

Donde u# y v son las concentraciones de las substancias
mencionadas, las cuales actuaran eventualmente como moléculas
deltipo activador-inhibidor durante el crecimiento de laneurita.
D =D /D, es larazon de los coeficientes de difusion, la cual
debera ser diferente de uno para que se cumplan los requisitos
para la inestabilidad de Turing. La constante d proporciona una
escala de longitud y los parametros F'y k son las tasas para las
reacciones quimicas. Estas son:

U+2V6 3V 2
V6 P,

donde P es un producto inerte de la reaccion. De esta forma, el
sistema puede ser descrito por dos especies, F'y k son los
pardmetros dereaccion. Lamayor parte de los modelos de Turing
forman puntos orayas. Elmodelo de Gray-Scottha sido estudiado
exhaustivamente y los valores de D para los cuales aparecen
inestabilidades de Turing son bien conocidos, asi como los
valores en los que aparecen puntos o rayas'®. Existen también
condiciones en las cuales aparecen patrones de laberintos y
frentes de onda oscilantes. Para nuestros propositos escogimos
unaregion en el espacio de parametros en la cual aparecen tanto
puntos como rayas, de tal forma que uno de los morfogenos
percola el espacio.

Hemos realizado simulaciones numéricas en dominios sobre
un plano bidimensional de diferentes tamafios y con dos
condiciones a la frontera, ya sea periddica o de flujo cero. Los
patrones son sumamente estables, aun con la presencia de
ruido.

En la Fig. 3 presentamos el proceso de formacion de un patrén
utilizando los parametros: &=.0635, F=.04,5=0.05y D=2. Observe
que los patrones se forman rapidamente y el domino se cubre con
pocas interaciones de tiempo. Después toma mas tiempo para
que la configuracion se estabilice, dedibo a la relajacion de los
defectos. Las condiciones iniciales se escogieron aleatoriamente
alrededor del punto (u,,v,)=(0.5,0.5)+0.01 enunamallade 120 por

120 puntos. Para simular la posicion de las neuronas, escogimos
10lugares que actian como fuentes del morfégeno U, responsable
de la sefalizacon. Las fuentes son simuladas afiadiendo un
término constante (4=+0.01) a la primera de las ecuaciones 1.
Esto es analogo a considerar un campo externo en algiin lugar
que mantiene el valor del campo constante, como un momento
dipolar enun campo magnético externo. Existen otras 10 neuronas
que actuan como sumideros de U, lo cual se logra anadiendo un
término negativo (B=0.02). La posiciéon de las neuronas es
escogida al azar.

En todas las simulaciones usamos un método simple de Euler
para integrar en el tiempo, se tuvo cuidado de escoger un paso
detiempo Atlo suficientemente pequefio para evitar fluctuaciones
numéricas.

Queda por justificar el uso de un modelo tan simple, sin embargo,
practicamente 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, lo importante es que la reacciéon quimica real debe
garantizar la percolacion espacial de uno de los 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 actua
como molécula atractiva de largo alcance. La difusion de W
obedece a la ecuacion de Fick:

3
w =D Vi @
ot w

El punto clave es que la difusion es diferente dependiendo de la
cantidad de nutrientes a disposicion en el medio. Si la cantidad
de nutrientes es alta, la concentracion de la substancia guia wes
muy grande y la difusién domina sobre la reaccion quimica que
elimina a W, mientras que si no hay suficiente cantidad de
nutrientes hay poca produccién de W y la reaccion quimica
domina sobre la difusién. Dado que se supone que el patréon
quimico esta inmerso en un medio diluido que contiene varias
substancias, la presencia de éste puede ser sentida por W con
una susceptibilidad dependiente de la dilucion.

Sila cantidad de nutrientes es suficientemente grande, el hecho
de que hayaregiones en el patron donde la substancia inhibidora
predomina, no es importante y la difusién de W se puede llevar
acabo por todo el dominio, ya que W sobrevive aun en regiones
con concentraciones grandes de inhibidor. Por otro lado, cuando
la cantidad de nutrientes es baja, el patron elimina la existencia
de W en las regiones con alta concentracion de inhibidor, y por
lo tanto las moléculas W solo se difundiran en regiones donde
haya poco inhibidor. Las regiones con concentracion grande de
inhibidor deben considerarse como barreras para la difusion de
W. Elproblema para encontrar la distribucion en equilibrio de W
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Figura 3. Patr6n bidimensional obtenido con k=0.0635,
F=0.04, 3=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 nudmero igual de sumideros (cuadros
grises).

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

En la Fig. 4 presentamos la difusion de w desde una fuente
escogidaenlaFig. 3. Note ladiferencia entre los dos escenarios:
en un medio pobre en nutrientes W se difunde sélo sobre las
areas de alta concentracion de u, mientras que en un medio rico
en nutrientes W se difunde en forma radial por todo el dominio.
La constante de difusion D se escogioé 10 veces mas pequefia
queD,.

El modelo ahora se completa haciendo una suposicion
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
biologicos que permiten al cono orientarse en la direccion de
maximo gradiente y entonces crecer en esadireccion. Sinembargo,
paranuestros propositos, un modelo mas simple basta. Un pixel
determina la posicion del cono en cada tiempo, y por un proceso
de automata celular se mide en cada paso la concentracion w en
cada uno de los pixeles vecinos, y entonces la posicion del
autdmata cambia hacia el 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 (la fuente de W)y proceder con el crecimiento
de dendritas que siguen los caminos hasta alcanzar el blanco.

En la Fig. 5 mostramos los resultados de ese calculo numérico

b)

a)

\. J

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 patré6n de la Fig. 3 se
percibe en (a) pero no en (b).

I\ Y=
, "
S «\i

ittt

a) b)
c) 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 patrén 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
més rectas que en el medio pobre.

usando el mismo dominio que el dela Fig. 3. Note que cuando el
medio es pobre las trayectorias aparecen sinuosas, ya que
siguen los caminos quimicos dictados por el patron, mientras
que en el medio rico en nutrientes, como en la Fig. 3(d), la
susceptibilidad de W hacia el patron de U es pequefia, y
entonces el blanco se alcanza directamente, en correspondencia
con las observaciones experimentales.
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DiIsCUSION Y COMPARACION CON EL EXPERIMENTO
En el ejemplo mostrado en la Fig. 5 mantuvimos todos los
parametros constantes asi como un solo patrén de Turing de
referencia. Esto se hizo para presentar los resultados en forma
clara y simple. Sin embargo, realizamos numerosos calculos
numéricos, que no mostramos porque no aportan nada basico a
losresultados. En estos célculos se exploraron diferentes regiones
del espacio de parametros en dominios bidimensionales de
varios tamanos y formas. También cambiamos las condiciones
a la frontera (por ejemplo periodicas, para simular espacios
infinitos), asi como el nlimero de neuronas que crecen o neuronas
blanco.Exploramoslos efectos de cambiar la constante de difusion
de Wy susensibilidad para difundirse en los laberintos, asi como
las velocidades de crecimiento.

Losresultados que hemos mostrado no cambian cualitativamente
si se varian los pardmetros en una region grande, alrededor de
los valores escogidos. Latnicarestriccion que se debe considerar
concierne alos parametros dereaccion del modelo de Gray-Scott,
que deben escojerse de tal forma que produzcan un patréon en el
cual u percole en todo el dominio.

Los resultados mostrados en la Fig. 5(c) y (d), deben ser
comparados visualmente con los resultados experimentales
mostrados enlaFig. 2. Sostenemos que nuestro modelo reproduce
adecuadamente la caracteristicabasica del fendomeno que consiste
en que los caminos de crecimiento son mas rectos en un medio
rico en nutrientes que en uno pobre (es reproducida
adecuadamente por nuestro modelo). Observe que esto sucede
con neuronas de partes diferentes del sistema nervioso.

Nuestros experimentos no muestran si las moléculas guia
reaccionan entre si. Dehecho es extremadamente dificil determinar
experimentalmente si estas moléculas reaccionan o no, por varias
razones importantes. Primera, laidentificacion de estas moléculas
debe hacerse dentro de un grupo de cientos de moléculas
secretadas. Segunda, las moléculas deberian ser marcadas con
marcadores que permitan suvisualizacion. Tercera, lasreacciones
quimicas que se detectaran no necesariamente producirian los
efectos que describimos. En realidad en muy pocos sistemas
experimentales 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 al usado
aqui®.

Nosotros no argumentamos que sélo tres sustancias tomen
parte en el proceso, seguramente hay docenas de mecanismos
que regulan el proceso real de crecimiento. No obstante,
pensamos que el modelo simplificado que se mostro, capturalas
caracteristicas esenciales requeridas para explicar los
experimentos. Los experimentos s6lo nos muestran indirectamente
lo que sucede, los patrones de crecimiento son diferentes en
distintas condiciones, y esta distincion es contraria a lo que se

esperaria con mecanismos de difusion simple.

Estamos convencidos que este modelo presenta lo necesario
para explicar el crecimiento serpenteante. Si es necesario, cada
parte del modelo puede ser modificada, incorporando asi mas
datos experimentales. La cinética de la reaccion que forma el
patrén de Turing espacialmente estable podria ser notablemente
mas complicada. Las moléculas guia podrian reaccionar con el
medio, o entre ellas. Incluso, se podria modelar el crecimiento
mismo de las neuritas con mecanismos mas sofisticados.

Elmodelo puede serutilizado para explicar algunos fenomenos,
como axones cruzando la linea media. Axones comisurales
crecen hacia la linea media siguiendo guias como Netrinas.
Después de que cruzan, los axones cambian de direccion en un
sentido longitudinal. Una vez que llegan a la linea media,
moléculas Slitinhiben la actividad de las Netrinas. Ya cerca de
la linea media la actividad de tres tipos de receptores Robo
modulan el comportamiento de los axones. Este hecho esta
claramente ligado con un problema de patrones espaciales. Los
axones deben seguir un camino y cambiar de direccidén
repentinamente.

Por ejemplo, existen otros modelos matematicos que describen
en forma general el crecimiento de neuritas!®, en un marco de
referencia de interaccidon entre campos, que permiten orientar el
cono de crecimiento apropiadamente. Estos mecanismos
funcionan muy bien, excepto que la ausencia de un mecanismo
sofisticado de difusion impide que el modelo reproduzca las
trayectorias sinuosas que se observan en los experimentos. En
estos modelos se intentan reproducir las desviaciones delalinea
recta por medio de fluctuaciones térmicas. Sin embargo, los
resultados numéricos de esos calculos no se parecen a las
trayectorias observadas. Es evidente que el ruido térmico por si
solo no puede reproducir los cambios abruptos de direccidon que
ocurren en los cultivos. Entonces proponemos que los modelos
mas sofisticados que existen y toman en cuenta los procesos
moleculares que se conocen, deberian introducir con cuidado el
hecho de que en general estas moléculas reaccionan entre si. En
este articulo simplemente enfatizamos este hecho y las importantes
repercusiones que tiene en moldeary controlar lamorfologia del
tejido nervioso.

CONCLUSIONES

Hemos presentado un estudio sobre crecimiento de neuritas
variando las caracteristicas del medio en el que crecen. Los
experimentos muestran que los patrones de crecimiento varian
dependiendo del sustrato en el que crecen. Opuesto a nuestras
expectativas, los 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 modelo basico con las propiedades necesarias
para explicar los resultados experimentales. En este modelo se
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propone que se forma un prepatrén quimico de substancias
activadoras inhibidoras, y es estacionario. El patron es seguido
por moléculas secretadas por las neuronas blanco, cuya difusion
depende de la cantidad de nutrientes disponibles en el sustrato.
El crecimiento de las neuritas es modelado con un autémata
celular que crece en direccion de mayor concentracion de las
moléculas guia.

Coneste modelo llevamos a cabo calculos numéricos y obtenemos
patrones de crecimiento sinuosos en ambientes pobres de
nutrientes, y patrones rectos en ambientes ricos de nutrientes,
tal como en los experimentos. Sostenemos que la existencia de
los caminos con meandros pueden ser explicados con la idea
basica del modelo en su forma mas simple. Queda por verificar
experimentalmente si las reacciones quimicas presentes en el
medio interneuronal pudieran generar patrones. Admitimos que
la observacion de estos patrones debe ser muy dificil. Seria
bueno también comparar la versatilidad del modelo contralaidea
usualmente aceptada de que seria suficiente considerarmoléculas
atrayentes y repelentes®'. Algunos modelos de guia de
crecimiento para neuritas utilizan ecuaciones de difusion y
producen patrones rectos. La adicion de un término de reaccion
en las ecuaciones de difusion, nos permite justificar el por qué
de los cambios drasticos de direccion en el crecimiento de
neuritas. Ademas, esto permite la ventaja de asegurar que todas
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 el
primer modelo que incorporamoléculas guiaasicomo morfogenos
enunsolomarco tedrico. Esto es muy importante ya que lamayor
parte de laactividad de crecimiento de neuronas sucede durante
el desarrollo del embrion. Lamayor parte de las transformaciones
espaciales que ocurren en el organismo son mediadas por
morfoégenos. La teoria de reaccion-difusion de Turing es la mas
aceptada paramodelar morfogénesis. En nuestro modelo, hemos
introducido el concepto de guia de neuritas acoplado a
morfogénesis.

Creemos que nuestro modelo inspirara la realizacion de nuevos
experimentos con reacciones entre las moléculas guia.
Quimicamente es un reto encontrar estas reacciones. Si se
lograra, y ademads se cumplieran las condiciones necesarias para
tener lainestabilidad de Turing, se podria tener la certeza que los
modelos de reaccion-difusion son esenciales para describir el
crecimiento de neuritas. Nuestro modelo es adecuado para
incorporar la interaccion entre moléculas guia y enfatizar la
importanciadereacciones quimicas entre morféogenos al modelar
el crecimiento de neuronas.
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