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Clouds are not spheres, mountains are not cones, coastlines are not circles, 
and bark is not smooth, nor does lightning travel in a straight line. 

Nature exhibits not simply a higher degree but an altogether different level of 
complexity. The number of distinct scales of length of natural patterns is

for all practical purposes 
infinite.

Las nubes no son esferas, las montañas no son conos, las costas no son 
círculos, y la corteza no es suave, así como la luz no viaja en dirección recta.

La naturaleza nos muestra no sólo un mayor grado, sino un nivel 
completamente diferente de complejidad. El nómero de 

diferentes escalas de longitud de los patrones naturales es
para todos los propósitos prácticos

infinito.

Benoit B. Mandelbrot

(The Fractal Geometry of Nature, Freeman, 1982)

i





a mi madrina

I II





Agradecimientos

A mis maestros, los Doctores Pedro González, Agustín Bolzán y Alejandro 
Arvía, por la paciencia y la pasión con que me introdujeron al mundo de la 
ciencia, y al Doctor Miguel Pasquale, que trabajo al lado mío, como si el fuera 
un becario mas;

a mis padres, que me ayudaron y apoyaron siempre, en cuanto proyecto 
iniciara. A ellos les debo todo lo que soy;

a mis hermanos, mis compañeros del alma, ellos saben todo sin necesitar 
palabras;

a mis amigos, por su apoyo incondicional, en las buenas y en las malas;
a mi familia cordobesa, que me abrazo desde el primer día;
a la gente de pato, que estuvo siempre presente para ayudarme en cada 

etapa;
a las Margaritas, por las oportunidades;
a toda la gente del INIFTA, los “vecinos” del cuarto piso, los compañeros de 

almuerzos, taller, contaduría, secretaría, biblioteca, mantenimiento, el Director 
... todos, todos, que desde hace cuatro años compartimos nuestros días en el 
Instituto;

y especialmente a Marcos, por compartir su vida conmigo.
Finalmente quisiera agradecer a CONICET por las becas, y a la UNLP y a 

la Facultad Ciencias Medicas por la posibilidad de seguir la carrera de Doctor 
en Medicina.

v





Prólogo

La memoria define las experiencias; 
acaso todo ocurre después, cuando lo comprendemos.

Jorge Luis Borges 
Sur, Buenos Aires, N o: 217-218, 1952.

Cuando en el ano 2007 Agustín me “regalo” el famoso discurso que Steve 
Jobs dió en Stanford en 2005, me di cuenta de que iba por el camino correcto, 
aunque ciertamente no el mas sencillo.

En esos tiempos me encontraba atravesando varias crisis, personales y labo
rales: estaba alejandome del camino llano y directo para seguir una intuición, 
un sueño.

La carrera de medicina nos prepara fielmente para ser medicos asistencia- 
listas. Y  lo hace muy bien. Asó es como termine mis estudios, conociendo un 
unico camino: una residencia medica.

En ese entonces no conocía “la investigacion” . La CIENCIA era en mi 
imaginacioón algo reservado a personas despeinadas y canosas, de esas que 
hablan de temas difíciles con un lenguaje mas difícil aun: la matemótica. Pero 
algo me indicaba que esa era la direccion correcta.

Inmediatamente desistí de la idea de hacer una residencia medica, y mis 
padres, que siempre me han apoyado en cuanto proyecto haya iniciado, me 
alentaron a que escuchara mi corazon.

En aquellos anños probóe hacer investigacioón en medicina, pero nuevamente 
me alejaba de mi camino. Finalmente, en ese tormentoso año 2007 deje de lado 
todo lo que hacía, y mientras conocía a la persona con quien planeo pasar el 
resto de mi vida, logre dar, gracias a Margarita, con este excelente grupo de 
investigadores con quienes trabajo, que no solo me han incentivado a seguir 
estudiando física, sino que con ellos he podido armonizar mis dos pasiones, la 
biología y la física.
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Glosario

Abscisa: en el sistema cartesiano, se dice de la coordenada horizontal.

Aleatorio: perteneciente o relativo al azar. Dependiente de algún suceso for
tuito.

Anisotropía: cualidad de un medio, generalmente cristalino, en el que alguna 
propiedad física depende de la dirección de un agente.

Clase universal: el hecho de que diferentes fases de transiciún provenientes 
de diferentes sistemas posean el mismo set de exponentes dinamicos 
y puedan ser descriptos por la misma ecuaciún continua, implica que 
pertenecen a la misma clase universal. Por lo tanto una clase universal 
queda definida por un modelo discreto que posee un set de exponen
tes y una ecuaciún diferencial continua que lo describen.

Coloide: dispersiúon de partúculas o macromolúeculas en un medio continuo.

Correlación: es la correspondencia o relacion recíproca que existe entre dos 
o mas cosas o series de cosas. En terminos matematicos se define como 
la medida de la dependencia existente entre variantes aleatorias.

Deposicion aleatoria (DA): modelo de crecimiento por deposicion de partúcu- 
las en el cual las partúculas que lo componen no se encuentran correla
cionadas entre sí. Se caracteriza por poseer un exponente de creci
miento 3 =  1/2. Los exponentes dinámico y de rugosidad no se
encuentran definidos.

Deposicion balística (DB): es el modelo de crecimiento por deposiciún de 
partículas mas sencillo que presenta correlacion lateral. Se caracteriza 
por poseer un exponente de crecimiento 3 =  1/3 y un exponente 
dinámico a =  1/2.
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Derivada: pendiente de la recta tangente a la curva en un punto. Por ejem
plo la pendiente de la curva de desplazamiento en un momento dado 
corresponde al valor de la velocidad instantanea a ese tiempo.

Dimensión fractal (df): es el numero real que generaliza el concepto de 
dimensión ordinaria para objetos geometricos que no admiten espacio 
tangente. En el caso de las líneas fractales, que son los objetos a los que 
se aplica este trabajo, indica de que forma o en que medida una lónea 
fractal llena una porcióon del plano.

Ecuación de Edward-Wilkinson (EW ): es la ecuación continua que des
cribe el modelo de crecimiento de deposicion aleatoria con relajacion 
superficial. Es característica de interfaces en equilibrio.

Epitaxis de un haz de moléculas (M BE): modelo de crecimiento por de- 
posicióon de partóculas en el cual las partóculas superficiales presentan los 
fenomenos de difusion y desorcion superficial.

Escalado anómalo: es el escalado dinamico que no satisface las relaciones 
de escalado de Family-Vicsek.

Escalado dinamico: herramienta de la mecanica estadóstica utilizada para 
la caracterizacioón del crecimiento de interfaces rugosas. Permite cal
cular los exponentes críticos y definir la clase universal a la que
pertenece el sistema en estudio.

Estocóstica: teoría estadóstica de los procesos cuya evolucion en el tiempo 
es aleatoria, tal como la secuencia de las tiradas de un dado.

Exponentes críticos o dinamicos: son los parametros que describen el com
portamiento de ciertas magnitudes fósicas que siguen leyes de poten
cias, en las proximidades de las transiciones de fase. En el contexto 
de este trabajo los exponentes críticos son 3: el exponente de creci
miento 3, el exponente de rugosidad a y el exponente dinamico 
z. La combinación de estos exponentes define la clase universal de 
crecimiento del sistema.

Exponente de crecimiento o exponente 3 : es el exponente crítico que
caracteriza la dinamica tiempo dependiente del cambio de la rugosidad 
de la interfaz.



X III

Exponente de rugosidad o exponente a: es el exponente crítico que
caracteriza el modo en que cambia la rugosidad de la interfaz saturada 
con el tamaño del sistema.

Exponente dinámico o exponente z : es la relación que existe entre los 
exponentes críticos a y 3.

Fractal: figura plana o espacial, compuesta de infinitos elementos, que tiene 
la propiedad de que su aspecto y distribución estadística no cambian, 
cualquiera que sea la escala con que se la observe.

Fractal autoafín: es un fractal anisotrópico o invariante ante transforma
ciones anisotróopicas.

Fractal autosimilar: es un fractal isotropico o invariante ante transfor
maciones isotróopicas.

Funcion: relación entre dos conjuntos que asigna a cada elemento del primero 
un elemento del segundo o ninguno. Por ejemplo (h(t)) es la función que 
asigna a cada tiempo el valor de altura media correspondiente.

Función monovaluada: relacion entre dos conjuntos que asigna a cada ele
mento del primero un unico elemento del segundo.

Funcion multivaluada: relacion entre dos conjuntos que asigna a algunos 
elementos del primero móas de un elemento del segundo.

Interfaz: conexión física y funcional entre dos sistemas independientes. En el 
marco de este trabajo, interfaz representa la regióon que conecta el frente 
de avance la colonia con el medio líquido de crecimiento.

Isotropía: característica de los cuerpos cuyas propiedades físicas no dependen 
de la direccióon.

Ley de potencias: es un tipo especial de relacion matematica entre dos can
tidades que puede expresarse como sigue:

f  (x) =  axk (1)

donde a (la constante de proporcionalidad) y k (el exponente de la poten
cia) son constantes. El principal interes de las leyes de potencias radica 
en su invariancia de escala. La funcion 1 satisface la relación:

f  (cx) =  a(cx)k =  ckf  (x) a  f  (x) (2)
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para toda constante c. En este caso se dice que la función f  (x) es inva
riante ante escala.

Modelo de Eden: caso particular del modelo de deposición balística en
el cual el sistema crece por division de las partículas ya existentes y no 
por su deposición desde una fuente exterior.

Modelo de Kardar, Parisi y Zhang (KPZ): ecuacion continua que des
cribe el crecimiento segón los modelos de deposición balística y de
Eden, en los cuales existe el crecimiento lateral. Es característica de 
interfaces fuera del equilibrio.

Modelo de KPZ-apagado (QKPZ): modelo que describe el crecimiento 
de un sistema que sigue una dinóamica de KPZ pero en presencia de 
obstóculos que generan un fenomeno de frenado o “pinning” .

Modelo discreto: en el contexto metemóatico un modelo es un esquema teóori- 
co de un sistema o de una realidad compleja, como la evolucion dinamica 
de interfaces, que se elabora para facilitar su comprensióon y el estudio 
de su comportamiento. Un modelo discreto es aquel que consta de uni
dades o partes separadas unas de otras, como por ejemplo las partóculas 
que componen un sistema.

Ordenada: en el sistema cartesiano, se dice de la coordenada vertical.

Pinning: bloqueo del crecimiento de interfaces por el agregado de factores 
externos al sistema que actuóan como freno.

Relajacion superficial: es la capacidad de una partícula de difundir una 
distancia finita a lo largo de la superficie hasta una posición mas baja o 
energeticamente mas favorable.

Rugosidad: raíz cuadrada de las fluctuaciones de la altura. Desvío estóndar 
de la funcion h(t).

Tension superficial: accion de las fuerzas moleculares en virtud de la cual la 
capa exterior de los lóquidos tiende a contener el volumen de estos dentro 
de la mónima superficie. En el contexto del crecimiento de interfaces, 
la tensioón superficial tiende a suavizar las superficies distribuyendo las 
irregularidades pero sin modificar la altura promedio del sistema.



Introducción

Uno de los objetivos de la ciencia es encontrar, a partir del estudio de sis
temas particulares, relaciones que conlleven a establecer leyes universales que, 
a traves de una relación matemática relativamente simple, puedan explicar un 
comportamiento global. Esto resulta particularmente interesante en el campo 
biologico teniendo en cuenta la alta complejidad de los sistemas vivos. ¿Es 
posible que a pesar del gran námero de variables que influyen en el compor
tamiento de un ser vivo, o en sus asociaciones, se pueda explicar su compor
tamiento a partir de leyes o ecuaciones matematicas relativamente simples?. 
Esta pregunta subyace en el creciente avance que en los ultimos años se viene 
desarrollando en el campo de los estudios interdisciplinarios que involucran la 
tarea conjunta de biologos, físicos, químicos y matemáticos. En este sentido, 
el desarrollo de modelos que permitan entender y predecir el crecimiento de 
tumores por medio de programas especializados, que combinan herramientas 
matematicas y datos biolágicos, es un area de gran interes y rapido avance en 
la investigacion del cancer [1].

Un ejemplo de la posibilidad de existencia de leyes universales en el desa
rrollo de organismos vivos se basa en la premisa de que la naturaleza fractal 
de la angiogenesis limita implícitamente el crecimiento de los tejidos [2,3]. 
Suponiendo entonces que existe una tendencia de seleccion natural de optimi
zar el transporte de energía, mediante la evolucion de redes de distribucion 
tipo fractal en los animales, se propuso un modelo de crecimiento que es inde
pendiente de mecanismos biologicos, basado unicamente en un principio fun
damental de balance de energía, entre la necesaria para mantener los tejidos 
existentes y aquella necesaria para generar nueva biomasa. De la compara- 
cion de datos correspondientes a distintos animales, desde moluscos, peces, 
aves a mamíferos, se obtuvo, aplicando un adecuado reescalado de las masas 
y tiempos de crecimiento de cada especie, una curva universal de crecimiento 
exponencial [2]. La existencia de un crecimiento fractal del aporte sanguíneo 
crearía un freno natural a todo crecimiento posterior, de forma tal que el cre
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cimiento de todo organismo vivo encontraría siempre una meseta. Esta línea 
de pensamiento se extendió para el caso del crecimiento de tumores malignos. 
Se hallo entonces que tambien era factible ajustar los datos de crecimiento 
de tumores, desde tumores esferoides cultivados in vitro, como glioblastomas 
humanos o gliosarcomas de rata, hasta tumores humanos extraídos de pa
cientes con cancer de próstata y de mama, pasando por tumores de modelos 
de ratas (fibroadenomas, carcinomas, osteosarcomas, etc.), siguiendo una ley 
matemática universal [4].

El empleo de los conceptos de geometría fractal [5] ha avanzado rapida- 
mente en el campo biolíogico y míedico para interpretar diversos aspectos de 
la naturaleza, entre ellos la posible relacion entre la malignidad de los tumo
res y su dimension fractal [6-13]. En este sentido el análisis de la dimension 
fractal ha sido recientemente empleado para el estudio de carcinomas de ma
ma, empleando tomografía de coherencia íoptica, como míetodo para clasificar 
neoplasias y como eventual herramienta para poder identificar los míargenes 
de un tumor en ciertas cirugías de cáncer de mama [14]. Dado que el cancer 
esta caracterizado por el desorden y la irregularidad que produce en los tejidos, 
es razonable esperar que el análisis fractal pueda ser útil para su identifica- 
cion [11]. Sin la metrica adecuada, como es la dimension fractal, un analisis de 
textura de tejidos cancerosos podría ser una cuestion subjetiva que produciría 
distintos resultados dependiendo del observador [15,16]. De hecho, el analisis 
fractal ha sido empleado para detectar la presencia de cancer en mamografías 
e imígenes microscopicas [16-18] y clasificar a traves de mamografías tumores 
benignos y malignos [19].

Dentro de la idea de universalidad de procesos físicos o biofísicos, surge 
tambien el interes por intentar caracterizar la dinamica de crecimiento de tu
mores a partir de la determinacion de ciertos parametros universales conocidos 
como exponentes críticos. En la medida en que la superficie de los tumores 
presente una geometría fractal, es posible entonces aplicar la técnica de es
calado dinamico [20,21]. Esta técnica, de amplia aplicacion en el estudio de 
crecimiento de interfaces, tales como la deposicion de plata [22-24], la mo- 
dificacion de superficies por bombardeo con flujos de iones [25], la difusion 
de gotas de mercurio sobre películas delgadas [26] o el avance de una gota 
de tinta en un trozo de papel [27], permite establecer modelos universales de 
crecimiento que son independientes de las características particulares de ca
da sistema. Dicho en otros términos, la dinamica de crecimiento de las mas 
variadas superficies estaría determinada por la existencia de uno o mís proce
sos comunes que contribuirían al desarrollo de una interfaz fractal. Esto sería 
posible porque el resultado del crecimiento de una superficie bajo dichas con
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diciones no depende entonces de las propiedades particulares de las entidades 
que la forman sino del comportamiento colectivo y cooperativo del conjunto de 
unidades. En 1961 Eden introdujo un simple pero importante modelo teórico 
de crecimiento estocóstico que permitía simular el crecimiento de una colonia 
de bacterias y eventualmente un tumor [28]. El algoritmo esencialmente su
ponía una grilla cuadrada donde una de las celdas se marcaba inicialmente 
como “infectada” y a partir de ella se seleccionaba al azar alguna de las celdas 
vecinas para ser “infectada” . Continuando con este sistema de sorteo al azar, 
se llegaba finalmente a la formación de un racimo de celdas que representaban 
el tumor, encontraóndose que mientras el interior era compacto, el contorno 
resultaba fractal.

Uno de los primeros trabajos experimentales aplicando la tecnica de es
calado dinamico fue el estudio del crecimiento de colonias de bacterias [29]. 
Posteriormente, teniendo en cuenta que tanto las colonias celulares como los 
tumores podían considerarse objetos fractales, se extendió dicha teoría al es
tudio del crecimiento de líneas celulares in vitro y tumores desarrollados in 
vivo [30]. Sin embargo, los resultados obtenidos han sido objeto de crítica en 
cuanto a lo que respecta a las conclusiones obtenidas en base a la aplicacióon de 
ecuaciones matemóaticas, desarrolladas para sistemas lineales, a crecimientos 
de tipo circular [31,32]. De hecho, uno de los problemas que suelen presentarse 
cuando se aplican algunas teorías a los sistemas reales es que los postulados 
del modelo teóorico no se ajustan bien a la realidad. Este ha sido uno de los 
objetivos del presente trabajo de tesis: diseñar experimentos, como el desarro
llo de colonias celulares con frente lineal de crecimiento, que permitan ajustar 
lo mejor posible los postulados fundamentales de los modelos teíricos, para 
poder así aplicar la ecuaciones matematicas correspondientes en las condicio
nes que se espera sean aplicadas. El paso siguiente, como es de esperar, busca 
adaptar las condiciones matematicas al sistema real, como es la transforma- 
ciín del sistema de coordenadas radiales, para corroborar la aplicabilidad del 
modelo al modo de crecimiento natural de las colonias de celulas, que es apro
ximadamente circular.

El presente trabajo de tesis presenta el estudio del crecimiento de colonias 
de líneas celulares aplicando las tecnicas de escalado dinímico con el objeto 
de determinar si dicho proceso puede asociarse a una “clase universal” que 
permita interpretar la dinamica de crecimiento de las colonias a traves de un 
modelo simple. Para ello se emplearon dos tipos de celulas, una originaria de 
un tejido no neolpasico, línea Vero, y otra de origen tumoral, línea HeLa, y se 
disenñaron protocolos originales para poder desarrollar frentes de crecimiento 
de distinta geometría y validar la aplicación de los modelos teíricos desarro-
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liados para sistemas lineales, en sistemas circulares. En el primer capítulo de 
la tesis se repasan conceptos basicos relacionados con los aspectos biológicos 
de tumores y líneas celulares [33-36] y en el segundo capítulo se describen 
brevemente los conceptos relacionados con fractales y escalado dinámico. En 
el tercer capítulo se presentan los antecedentes bibliográficos del tema en es
tudio y posteriormente se presenta un capítulo concerniente a los materiales 
y a la descripcion de las metodologías utilizadas para la preparacion de las 
colonias y el aníalisis de su crecimiento. En los capítulos cinco y seis se mues
tran y analizan los resultados obtenidos para el caso de celulas Vero y de 
celulas HeLa, respectivamente, con el desarrollo de colonias con frente radial 
y lineal de crecimiento. En el capítulo siete se analiza el efecto de la adicion 
de metil celulosa al medio de cultivo celular y la influencia de las propiedades 
físicas del medio sobre la dinamica del crecimiento celular. Finalmente, en el 
capítulo ocho se discuten los resultados obtenidos y se propone un mecanismo 
que explique la dinímica de crecimiento de las colonias de líneas celulares en 
general, presentándose finalmente las conclusiones del trabajo en el capítulo 
nueve.



Capítulo 1

Características de las células
transformadas

Las células que sufrieron una transformación neoplásicas no siguen las dos 
premisas basicas de comportamiento que permiten la existencia y manteni
miento de los organismos pluricelulares normales: 1) las celulas solo se repro
ducen en respuesta a las necesidades del organismo; 2) las celulas sálo ocupan 
los lugares reservados para ellas dentro del tejido del cual forman parte, es 
decir que no invaden otros territorios. El cambio en el comportamiento so
cial de las cáelulas neopláasicas se produce por fallas en los mecanismos que 
habitualmente controlan el crecimiento y la diferenciacion celular. Durante el 
crecimiento normal, y posteriormente durante la vida adulta, existen intrinca
dos sistemas genáeticos de control que regulan el balance entre la duplicaciáon y 
la muerte celular en respuesta a senales de crecimiento, a senales inhibitorias 
de la proliferacion y a señales de muerte celular. La habilidad de las celulas 
para producir replicas exactas de sí mismas en respuesta a las necesidades del 
organo o tejido al cual pertenecen, es una característica esencial de la vida 
celular organizada. Este proceso debe realizarse con altísima fidelidad para 
que los organismos puedan crecer y sobrevivir. A modo de ejemplo, la pro- 
liferacion celular en algunos tejidos adultos ocurre continuamente como una 
estrategia de renovacián tisular. Las celulas del epitelio intestinal y algunos 
globulos blancos son ejemplos típicos de celulas que sálo viven algunos días 
antes de ser reemplazadas. Sin embargo, las celulas de muchos tejidos adultos 
normalmente no proliferan. Por ejemplo los hepatocitos, los miocitos cardíacos 
o las neuronas permanecen funcionales por períodos muy prolongados o inclu
so durante la vida completa del organismo. Un concepto que muchas veces es

1
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interpretado erróneamente es que las células neoplásicas se replican más rápi
damente de lo que lo hacen las celulas normales. De hecho, existen muchos 
casos en los que ocurre lo opuesto. Por el contrario, el comportamiento del 
cancer no se debe a su velocidad de crecimiento sino a la falta de respuesta a 
las senales que normalmente hacen que las celulas dejen de duplicarse.

1.1. Los orígenes del cáncer

Las celulas que originan los tumores no suelen ser celulas diferenciadas, 
sino que generalmente provienen de celulas precursoras. Esto es así puesto 
que generalmente las celulas completamente diferenciadas no se dividen. Por 
el contrario, cuando mueren son continuamente reemplazadas por prolifera- 
cion y diferenciacion de celulas madre (o pluripotenciales), y estas celulas son 
capaces de transformarse en tumorales. Las celulas madre se caracterizan por 
autoperpetuarse y dar origen a celulas diferenciadas que pueden regenerar un 
tejido particular a lo largo de la vida del organismo. Algo similar ocurre en 
las neoplasias con las celulas madre tumorales, que poseen la capacidad de 
dividirse en forma descontrolada y generar nuevos tumores.

Debido a que las celulas madre pueden dividirse continuamente a lo largo 
de toda la vida del organismo, las mutaciones oncogenicas pueden acumularse 
en su ADN transformándolas, finalmente, en celulas neoplásicas. Las celu- 
las que han adquirido esas mutaciones presentan una capacidad proliferativa 
anormal y, generalmente, no pueden llevar adelante los procesos normales de 
diferenciacion. Sin embargo, algunas mutaciones oncogenicas, tales como la 
inhibicion de la apoptosis o la generacion inapropiada de señales promoto
ras, pueden ocurrir tambien en celulas progenitoras mas diferenciadas, aun 
replicantes.

Dentro de un tejido neopláasico, la diferenciacioán se define como la medida 
relativa en la que las cáelulas neopláasicas se parecen a las cáelulas originarias, 
tanto morfoláogica como funcionalmente. En general, las neoplasias benignas 
suelen ser bien diferenciadas mientras que las malignas oscilan entre las bien 
diferenciadas y las completamente indiferenciadas. Las neoplasias malignas 
compuestas de cáelulas indiferenciadas suelen denominarse anapláasicas. De he
cho, la falta de diferenciacion, o anaplasia, es considerada un signo patog- 
nomoánico de transformaciáon maligna. Aunque literalmente, anaplasia signi
fica “formar hacia atras” , actualmente se sabe que la falta de diferenciacion 
no es consecuencia de la des-diferenciacioán sino de la proliferaciáon de cáelulas 
inmaduras.
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1.1.1. Inestabilidad genética y progresión tumoral

La inmensa mayoría de los tumores presentan tasas de mutación sumamen
te elevadas: se dice que las celulas que los forman son geneticamente inestables. 
Las fallas en la fidelidad del proceso de reproduccion celular crean una situa- 
cion de inestabilidad que contribuye significativamente al desarrollo de celulas 
malignas en los organismos eucariotas superiores. Algunas celulas tumorales 
presentan deficiencias en el sistema de reparacion local del ADN dañado o en 
el sistema de correccion de errores de replicacion. Estas celulas acumulan mas 
mutaciones puntuales y cambios localizados de secuencias de ADN que las 
celulas normales. Otras celulas tumorales tienen dificultades para mantener la 
integridad de sus cromosomas, lo que comporta anomalías en su cariotipo. Es 
importante recalcar que la inestabilidad genetica por sí misma no le propor
ciona a una celula ninguna ventaja selectiva. En general, esta inestabilidad 
afecta la salud celular, por lo que la mayoría de las mutaciones producidas al 
azar son peligrosas para la integridad celular. Pareciera que existiese un nivel 
“óptimo” de inestabilidad genetica para el desarrollo del cáncer, transforman
do una celula lo suficiente como para que evolucione peligrosamente pero no 
tanto como para que muera (Fig. 1.1).

Las mutaciones en dos grandes clases de genes, los proto-oncogenes y los 
anti-oncogenes, han sido implicadas en el desarrollo del cancer. Los proto- 
oncogenes, o genes promotores del crecimiento, son activados y transformados 
en oncogenes a traves de mutaciones que hacen que el gen quede excesivamen
te activo en lo que respecta a la promocion del crecimiento celular. Esto puede 
ponerse de manifiesto tanto por un incremento en la expresion genica como por 
la formacion de un producto hiperactivo. Por otra parte, los anti-oncogenes, 
o genes supresores del crecimiento tumoral, normalmente restringen el creci
miento, por lo que cualquier modificación llevaría al crecimiento inapropiado. 
En ambos casos, la mayoría de estos genes codifican proteínas que ayudan a 
regular la replicacion celular o la muerte celular por apoptosis. Otros genes 
que tambien pueden ser afectados, son los que codifican para proteínas que 
participan en la reparacion de los danos del ADN. El cíncer es habitualmente 
el resultado de mutaciones que aparecen a lo largo de la vida por exposicion 
a carcinígenos, sean estos sustancias químicas o radiaciones (ultravioleta o 
ionizantes), o por errores en el copiado y la reparacion de genes.

Así se llega a que el proceso de formacion del cancer, habitualmente llama
do oncogenesis, tumorigenesis o carcinogenesis, es un daño genetico no letal 
resultante del balance entre los genes y el medio ambiente. Incluso si el daño 
genetico ocurriera unicamente en una celula, su division transmitiría el daño
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Figura 1.1: Inestabilidad genética y progresión tumoral. a) Células normales: 
la inestabilidad genetica es baja y al enfrentar una barrera de selección (bajo 
nivel de oxígeno o escasez de señales proliferativas) no siguen proliferando; 
b) Cóelulas precursoras tumorales: frente a una cierta inestabilidad genóetica 
aparece al menos una cóelula con alteraciones genóeticas necesarias para pasar 
la barrera de seleccióon y formar un tumor; c) Inestabilidad genóetica demasiado 
alta: las celulas sufren mutaciones perjudiciales, proliferan poco o mueren con 
desaparición del linaje.

a las celulas hijas dando origen a un clon de celulas alteradas. Sin embar
go, es poco probable que la mutacion de un solo gen lleve a la formación 
de un cancer. En primer lugar, porque los procesos celulares estan contro
lados de forma compleja e interconectada y las cóelulas utilizan mecanismos 
reguladores redundantes para mantener un control preciso de su comporta
miento. Por lo tanto, deberían alterarse varios mecanismos distintos para que 
una cóelula pudiera salir de sus restricciones normales y comportase como una 
celula maligna. Ademas, durante su expansión y en cada etapa de la evolucion 
del proceso neoplaósico, las cóelulas cancerosas encuentran nuevas barreras que 
deberón superar a traves de la adquisicion de mutaciones adicionales. Típica
mente, una serie de mutaciones en muóltiples genes deriva en un tipo celular 
progresivamente mós proliferativo que escapa a los controles del crecimiento 
normal, creando las condiciones apropiadas para la aparicion de nuevas muta
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ciones (Fig. 1.2). Finalmente, este clon de células crece formando un tumor. En 
algunas ocasiones, celulas originarias del tumor primario migran hacia nuevas 
localizaciones formando tumores secundarios, que son los que habitualmente 
tienen el mayor impacto sobre la salud del huesped.

Debido a que las multiples mutaciones que llevan a la formación de un 
tumor suelen requerir varios años de acumulación, la mayoría de las neoplasias 
aparecen tarde en la vida. El hecho de que muchas neoplasias aparezcan luego 
de la edad reproductiva puede ser una razóon por la que la misma evolucioón no 
haya desarrollado demasiadas herramientas para suprimirlo.

Los cambios geneticos que conllevan a la oncogenesis alteran varias propie
dades fundamentales de las celulas, permitiendoles evadir los controles norma
les de crecimiento y finalmente confiriendoles el fenotipo completo de cóncer 
(Fig. 1.1). Las cóelulas neoplóasicas adquieren la habilidad de proliferar sin re
querir una senal externa que las induzca. Estas celulas fallan al sensar las 
senñales que restringen la divisióon y continuóan reproducióendose cuando no lo 
deberían hacer. Habitualmente modifican su adhesion a las celulas vecinas y /o  
a la matriz extracelular, lo que les permite dividirse móas fóacilmente. La cóelula 
neoplósica puede, hasta cierto punto, asemejarse a un tipo particular de celula 
normal de division rápida, pero la diferencia radica en que la celula neoplósica, 
y su progenie, presentan inmortalidad.

Para crecer mas alla de un tamaño pequeño, los tumores deben obtener irri
gación vascular suplementaria y habitualmente lo logran induciendo, a traves 
de senales, el crecimiento de vasos sanguóneos dentro del tumor. A medida 
que el cóancer progresa, los tumores se convierten en óorganos anormales que se 
adaptan cada vez mejor al crecimiento y a la invasion de los tejidos vecinos.

1.1.2. Algunas diferencias entre neoplasias benignas y 
malignas

Los tumores aparecen móas frecuentemente en individuos longevos, siendo 
la mayoría de ellos poco riesgosos para su huesped debido a que suelen per
manecer bien localizados y ser de pequeno tamano. Estos tumores son lo que 
habitualmente se conocen como neoplasias benignas. Las cóelulas que los com
ponen se parecen mucho a las cóelulas normales, actuando muchas veces como 
tales. Las moleculas de adhesion celular que mantienen la estructura de los 
tejidos mantienen a su vez a las cóelulas neoplaósicas benignas localizadas en el 
tejido donde se originaron. Debido a su crecimiento expansivo no infiltrativo 
generalmente existe una cóapsula fibrosa que separa el tumor benigno de los
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PROLIFERACION 
CELULAR INVASIVA

Figura 1.2: Formación de un tumor por evolución clonal: cada etapa muestra 
un incremento en las mutaciones de una celula y el incremento de la prolifera- 
cion de las celulas mutantes, de forma tal que sus descendientes se convierten 
en el clon dominante del tumor. La proliferacion del clon acelera la progresion 
tumoral e incrementa el tamaño de la población de riesgo que puede sufrir una 
nueva mutacion.
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tejidos vecinos no neoplásicos, lo que facilita su extirpación quirúrgica. Los 
tumores benignos se convierten en problemas serios de salud cuando interfie
ren con funciones normales del organo donde se originaron o cuando secretan 
cantidades excesivas de sustancias biolúogicamente activas, como por ejemplo 
hormonas.

Las celulas que conforman un tumor maligno o cancer, crecen y se divi
den múas rúapidamente que las normales, no mueren con la frecuencia normal 
o invaden los tejidos vecinos sin cambios significativos en su tasa de prolifera- 
cion. Muchas neoplasias malignas permanecen localizadas y encapsuladas por 
tiempos relativamente prolongados. Pero a diferencia de los tumores benig
nos, cuando estos tumores progresan, sus cúelulas invaden los tejidos vecinos, 
alcanzan la circulaciún sanguínea sistemica y establecen úreas secundarias de 
proliferacion, proceso que se conoce como metastasis. La mayoría de las celu- 
las malignas adquieren la habilidad de formar metaústasis. Por lo tanto, es su 
capacidad para invadir la característica principal que diferencia a los tumores 
malignos de los benignos.

La falta de diferenciacion, o anaplasia, característica de las neoplasias ma
lignas, conlleva la presencia de alteraciones morfologicas y funcionales. Tanto 
las celulas como los núcleos muestran pleomorfismo (variabilidad de tamaños 
y formas) y se pueden entonces encontrar celulas de tamano varias veces mayo
res que sus vecinas mientras que otras llegan a ser extremadamente pequenas 
y de aspecto primitivo, siendo una de sus características los nucleos que con
tienen abundante ADN y se tmen de un tono oscuro (hipercromúticos). Los 
nucleos son desproporcionadamente grandes respecto al tamano de la celula, 
y la relacion de tamanos núcleo:citoplasma puede acercarse a 1:1, compara
da con el valor normal de 1:4 a 1:6. La forma nuclear es habitualmente muy 
variable y la cromatina forma con frecuencia grumos groseros. Habitualmente 
pueden observarse grandes nuclúeolos.

Generalmente, las celulas anaplasicas presentan un gran numero de mitosis, 
reflejando una tasa de proliferacion alta, aunque lo mas importante a la hora 
del diagnoústico no es el nuúmero de mitosis sino la presencia de figuras mitúoticas 
atípicas que pueden producir husos mitúticos multipolares. Otra característica 
de la anaplasia es la formaciúon de cúelulas tumorales gigantes, algunas con un 
solo núcleo polimúrfico, y otras con dos o mas nucleos. Las celulas gigantes 
cancerosas, a diferencia de las celulas inflamatorias de Langhans, presentan 
un núcleo hipercromatico grande.

Las celulas normales estan restringidas a su ubicacion dentro del organo 
o tejido a traves de las uniones de adhesion celula-celula y por la existencia 
de barreras que determinan dominios biolúogicos, tales como la lúamina basal
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que delimita los sustratos de células epiteliales y rodea las células endoteliales 
de los vasos sanguíneos. Las celulas cancerígenas se encuentran notablemente 
desorganizadas, formando grandes masas que interactuan de manera compleja 
con la matriz extracelular y con la lamina basal. Las celulas deben degra
dar la lamina basal para atravesarla y formar metastasis, aunque en algunos 
casos deben migrar a lo largo de la misma. Muchos tumores secretan una pro
teína, el activador del plasminogeno, que convierte el plasminogeno a su forma 
activa, la proteasa plasmina. El incremento de la actividad de la plasmina pro
mueve las metastasis a traves de la digestión de la lamina basal, permitiendo 
así la penetracion por las celulas neoplasicas. A medida que la lámina basal 
es desintegrada, algunas celulas neoplasicas entran al torrente sanguíneo, pero 
menos de 1 en 10000 logran sobrevivir y colonizar otro tejido formando un 
tumor secundario metastatico. Los multiples cruces de estratos tisulares que 
debe atravesar una celula maligna generalmente involucran nuevas proteínas 
de superficie o algunas variantes creadas por las propias celulas neoplásicas.

Un crecimiento similar ocurre en la displasia, termino que se utiliza pa
ra describir una proliferacion desordenada pero no neoplasica, que implica 
la perdida de uniformidad de las celulas individuales y de su orientacion ar- 
quitectánica. Las celulas displasicas muestran considerable pleomorfismo y 
con frecuencia presentan núcleos hipercromáticos anormalmente grandes. Las 
imagenes de mitosis son mas frecuentes de lo habitual, pero casi siempre den
tro de patrones normales. Los tejidos que presentan displasia tienen altas 
probabilidades de convertirse en neoplasicos.

1.1.3. Cinética de crecimiento
El ciclo celular de las celulas tumorales exhibe las mismas cinco fases que 

se observan en las celulas normales (G0, G i , S, G2 y M ) aunque, como se dijo 
anteriormente, el tiempo del ciclo celular de muchos tumores es igual o mías 
largo que el de las celulas normales correspondientes. Por tanto, frecuente
mente el crecimiento de los tumores no se ve asociado a un acortamiento del 
ciclo celular. La proporcion de celulas del tumor que forman parte del com
partimiento proliferativo se conoce como fraccion de crecimiento. Los datos 
de estudios clínicos y experimentales indican que durante la fase temprana, 
microscápica, del crecimiento tumoral, la mayoría de las celulas forman parte 
del compartimento replicativo. A medida que el tumor crece, un námero de 
celulas mayor que las que se diferencian o las que revierten a G0, abandonan el 
compartimento replicativo debido a que se desprenden o carecen de nutrientes. 
De hecho, la mayor parte de las celulas en el interior de las neoplasias perma
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necen en la fase G0 o G1. Así, para el momento en que el tumor es clínicamente 
detectable, la mayoría de las celulas no forman parte del compartimento re- 
plicativo, pudiendo llegar a ser menos del 20% de las celulas totales. La tasa 
de crecimiento de los tumores queda finalmente determinada por el balance 
entre el exceso de producción celular y la perdida celular.

1.1.4. Neovascularizacion
Los tumores, ya sean primarios o secundarios, requieren la formacion de 

nuevos vasos sanguíneos para poder seguir creciendo. En ausencia de este 
suplemento sanguíneo, un tumor puede crecer hasta formar una masa de 106 
celulas, alcanzando el tamaño de una esfera de apenas 1 — 2 mm de diametro. 
Llegado este punto, la division de celulas en la parte exterior de la masa 
tumoral se compensa con la muerte de las celulas del centro que reciben un 
inadecuado aporte de nutrientes. Estos tumores, si no crecen y no secretan 
hormonas, no suelen causar grandes problemas para el huesped. Sin embargo, 
la mayoría de los tumores induce, por medio de la produccioín de factores de 
crecimiento vascular (VEGF, FGF, etc) un proceso llamado angiogenesis, que 
consiste en el desarrollo de neovascularizacion que invade el tumor y lo nutre. 
Este complejo proceso implica varios pasos diferentes: la degradación de la 
lámina basal que rodea al capilar, la migracion de celulas endoteliales que 
formaran el vaso dentro del tumor, la division de estas celulas y la formacion 
de la membrana basal alrededor de los nuevos vasos sanguíneos.

1.2. Cultivos primarios y líneas celulares
Para obtener cultivos primarios de celulas suelen utilizarse tejidos anima

les normales o incluso embriones completos. En este caso, la mayoría de las 
celulas adherentes se dividen un numero finito de veces hasta que cesan su 
crecimiento, proceso conocido como senescencia celular. Pero si un cultivo es 
cuidadosamente mantenido, aunque su tiempo de vida sea limitado, puede ser 
estudiado por un numero mucho mayor de generaciones. Este linaje de celulas 
originarias de un cultivo primario se llama cepa de celulas (cell strain), la cual 
puede ser congelada y almacenada en nitrógeno líquido en condiciones tales 
que pueden ser mantenidas por tiempos prolongados [37].

Para poder trabajar con celulas que no entren en senescencia se utilizan 
poblaciones celulares derivadas de tumores, los cuales tienen la capacidad de 
poder crecer indefinidamente. Incluso dentro de un cultivo primario, algu
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nas veces las células sufren ciertos cambios genéticos espontáneos llamados 
transformaciones oncogenicas, las cuales les permiten tambien a ellas crecer 
indefinidamente. En este case se dice que las celulas son oncogenicamente 
transformadas o simplemente transformadas. Un cultivo de celulas con un 
período de vida indefinido se considera inmortal y se llama línea celular [37]. 
La mayoría de las líneas celulares han perdido algunas o la mayoría de las 
funciones caracterásticas de las cáelulas diferenciadas de las que derivan.

Sin importar su origen, es decir si es tumoral o por transformación es
pontanea, las celulas de las líneas inmortales usualmente presentan cromo
somas con estructuras anormales. Ademas, el námero de cromosomas por lo 
general es diferente del de las celulas normales de las cuales derivan, aumen
tando o disminuyendo a medida que las celulas contimáan dividiendose en el 
cultivo. Las celulas con un numero aumentado o disminuido de cromosomas se 
llaman poliploides e hipodiploides respectivamente, mientras que aquellas que 
no conservan el numero máltiplo de cromosomas se denominan aneuploides.

Entre las distintas lineas celulares existentes se encuentran las dos que 
interesan en el presente trabajo de tesis: la línea Vero y la HeLa. La línea 
celular Vero fue iniciada a partir del rinín del Mono Verde Africano normal 
adulto (Ceercopithecus aethiops) el 27 de marzo de 1962 por Y. Yasumura e Y. 
Kawakita en la Universidad de Chiba, Japín. Estas celulas se caracterizan por 
ser celulas adherentes, de morfología variable. El analisis citogenetico revela 
que es una línea hipodiploide [38]. Por su parte, la línea celular HeLa fue 
iniciada a partir de un adenocarcinoma de cervix de una mujer adulta de 
raza negra. Estas celulas pertenecen a una línea aneuploide y se caracterizan 
por ser adherentes, de morfología epitelial. Contienen secuencias del virus de 
papiloma humano 18 (HPV-18) [39].

1.2.1. Caracterización de las células neoplásicas en 
cultivo

La morfología y muchas de las propiedades de las celulas tumorales son 
claramente diferentes de las de las celulas normales de las que derivan y algu
nas de estas diferencias se hacen evidentes cuando se las cultiva. Normalmente 
las celulas animales crecen unicamente cuando estín adheridas a la superficie 
plastica de una capsula de cultivo y son mantenidas a baja densidad celu
lar. La mayoría de ellas detienen su crecimiento cuando contactan con otras 
celulas, lo que se conoce como inhibicion por contacto [37]. Por ello tienden a 
formar monocapas de celulas relativamente ordenadas que dejan de proliferar
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Figura 1.3: Pérdida de inhibición por contacto en un cultivo celular. Las células 
normales dejan de crecer cuando han formado una monocapa que recubre toda 
la superficie de cultivo en tanto que las celulas cancerosas contimóan creciendo 
y se apilan unas sobre otras.

y se encuentran en estado quiescente o fase G0 del ciclo celular. Por el contra
rio, las celulas neoplósicas son mós redondeadas y menos adherentes unas con 
otras y con la base de la placa de cultivo, formando agregados celulares tridi
mensionales que pueden reconocerse a traves del microscopio (Fig. 1.3). Estas 
celulas, que presentan cambios morfológicos variables (pleomorfismo, nucleos 
hipercromóticos, etc.), tienen la habilidad de crecer sin estar adheridas a la 
matriz extracelular, exhiben menor requerimiento de factores de crecimiento, 
tienen la capacidad de secretar activador del plasminóogeno y sufren la póerdida 
de los microfilamentos de actina.

1.3. Adherencia celular

La transicion de una celula normal hacia una celula maligna implica mu
chos cambios geneticos, como han sido descriptos anteriormente, y otros tantos 
epigeneticos. La transformacion maligna se acompana de perdidas progresivas 
de la homeostasis de los tejidos y de perturbaciones en la arquitectura tisu- 
lar, que culmina en la invasion tumoral del parénquima y en el desarrollo de 
metóstasis a distancia. Un componente crítico de esta transformación implica 
el desarrollo de alteraciones en el fenotipo “mecanico” de la celula y del mi-
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croambiente que la rodea. Estas diferencias mecánicas incluyen modificaciones 
en la estructura celular y tisular, cambios adaptativos del medioambiente in
ducidos por fuerzas que se deben al crecimiento neoplasico, alteraciones en el 
procesamiento de decodificación de las senales micromecanicas producidas por 
la matriz extracelular (MEC), y la remodelacion del estroma extracelular. La 
MEC es una compleja red de proteínas y polisacaridos, secretados por las celu- 
las en el espacio intercelular, que se interdigitan. Las interacciones mecanicas 
entre las celulas neopMsicas y entre estas celulas y la MEC han sido implicadas 
en la proliferacion, movilidad y señalizacion celular [40-43].

El ensamblado de los diferentes tejidos y su organización en organos que
da determinado por las interacciones moleculares a nivel celular. Este tipo de 
estructuras no sería posible de no ser por la expresion, regulada temporal y 
espacialmente, de un amplio conjunto de molóeculas de adhesióon. Las cóelulas 
pueden adherirse directamente una a la otra (adhesion celula-celula) a traves 
de proteónas integrales de membrana, llamadas molóeculas de adhesióon celular 
(MAC), que habitualmente se agrupan en uniones celulares especializadas. Las 
celulas tambien se adhieren indirectamente (adhesion celula-matriz) a traves 
de la unioón de receptores de adhesióon en la membrana plasmaótica a componen
tes de la MEC que las rodea. Estos dos tipos basicos de interaccion permiten 
no sóolo la agrupacióon de las cóelulas en diferentes tejidos sino ademaós la trans
ferencia bidireccional de informacióon entre el exterior y el interior celular. Las 
adhesiones celula-celula y celula-matriz son responsables de la formacion, com- 
posicion, arquitectura y funcion de los tejidos animales. Todas estas funciones 
pueden llevarse a cabo porque las uniones celulares estan muy especializadas. 
Las uniones celulares pueden clasificarse en tres grupos funcionales (Fig. 1.4):

1. Uniones oclusivas o estrechas, que proporcionan un sellado de la region 
situada entre las cóelulas epiteliales limitando el trasiego, incluso de pe- 
quenas moleculas, entre las dos superficies de las celulas. Son tópicas 
en epitelios, como el intestinal y el renal, que actuóan como verdaderas 
barreras de separacion.

2. Uniones de anclaje, que unen mecanicamente las celulas con sus vecinas 
o con la MEC, permitiendo formar una estructura sólida que soporta 
tensiones mecanicas.

3. Uniones de comunicacion, que median el paso de señales químicas o 
elóectricas entre cóelulas adyacentes. Los ejemplos tópicos los representan 
las uniones “gap” y las sinapsis químicas.
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Figura 1.4: Esquema de los mecanismos de adhesión celular de acuerdo a su 
dependencia con los complejos de unión.

Las uniones de anclaje son las que habitualmente intervienen en la defini- 
cion tanto de las características de crecimiento neoplásico como de crecimiento 
en cultivos celulares. Estas uniones se encuentran ampliamente distribuidas en 
todos los tejidos animales y forman una estructura que se extiende por la mem
brana, anclando los filamentos del citoesqueleto que son los que en definitiva 
soportan las tensiones mecanicas, dado que la bicapa lipídica es endeble y no 
puede transmitir las fuerzas (Fig. 1.5). Las uniones de anclaje cumplen las dos 
funciones basicas antes mencionadas: mantener las celulas unidas entre sí y 
mantenerlas ancladas a la MEC.

Las uniones intercelulares se clasifican en uniones adherentes y desmo- 
somas y se encuentran formadas por proteínas transmembrana de adhesion 
pertenecientes a la familia de las caderinas. Las uniones celula-MEC se clasi
fican en contactos focales y hemidesmosomas y estan formadas por proteínas 
de la familia de las integrinas (Fig. 1.4). En particular, los contactos focales 
son sectores de adhesion muy especializados entre filamentos de actina del ci
toesqueleto y la MEC, que permiten a la celula extenderse sobre el sustrato al
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Figura 1.5: Esquema de un epitelio en el cual las uniones de anclaje unen los 
filamentos del citoesqueleto de diversas celulas entre sí, y entre las celulas y 
la matriz extracelular.

cual está adherida. Pueden observarse como regiones en las que los espacios 
normales de 50 nm entre la parte basal de la celula y el sustrato se reducen a 
sálo 10-15 nm. Aquí, las fibras de estrés (haces contráctiles de actina y miosi- 
na II) finalizan en la membrana plasmatica donde se localizan las integrinas. 
Ademas de la función de anclaje que cumplen los contactos focales, tambien 
pueden transmitir senales desde la MEC al interior de la celula regulando la 
supervivencia, el crecimiento, la proliferacion, la morfología, el movimiento y 
la diferenciacion de las celulas en respuesta al ambiente extracelular. El gen 
supresor de tumores, o anti-oncogen DCC (del ingles Deleted in Colon Can- 
cer), codifica una proteína transmembrana de similitud estructural con las 
MAC. Por tanto, se cree que el gen DCC esta implicado en la transmisián 
de señales responsables de fenomenos como la inhibicion por contacto, una 
propiedad que se pierde en la transformacion maligna.

1.3.1. Moléculas de adhesión celular
Este gran grupo de proteínas se clasifica en cuatro grandes familias: las 

caderinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig), las integrinas y las 
selectinas. Algunas otras proteínas de membrana, cuyas estructuras no perte
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necen a ninguna de las grandes familias de las MAC, también participan en 
la adhesión celula-celula en varios tejidos.

Las MAC median, a traves de sus dominios extracelulares, las interacciones 
adhesivas entre celulas del mismo tipo (adhesion homotípica) o entre celulas 
de diferente tipo (adhesion heterotípica). Una MAC presente en una celula 
puede adherirse directamente al mismo tipo de MAC (unión homofílica) o a 
otra clase de MAC (union heterofílica). Las uniones celula-celula pueden ser 
firmes y duraderas, por ejemplo, entre celulas nerviosas de la medula espinal, 
o relativamente debiles y transitorias, como ocurre en las celulas del sistema 
inmune que deben atravesar los vasos sanguíneos y desplazarse.

Los dominios citosólicos de las MAC actuan como proteínas adaptativas 
multifuncionales que pueden unir a las MAC, directa o indirectamente, con 
elementos específicos del citoesqueleto, o pueden, incluso, reclutar molecu- 
las intracelulares con funciín señalizadora para controlar otras proteínas o 
la expresion genica. Dado que las adhesiones celula-celula estan íntimamente 
asociadas con el citoesqueleto y con las vías de senñalizaciíon, el entorno celular 
influye en la forma y las propiedades funcionales de la misma. Por otra par
te, la forma y las funciones celulares influyen a su vez sobre el entorno. Por 
lo tanto, conectividad y comunicacioín son propiedades celulares íntimamente 
relacionadas.

Las interacciones adhesivas entre celulas varían considerablemente depen
diendo del tipo particular de MAC que participe y del tejido al que pertenez
can. Pueden lograrse adhesiones bien firmes al combinar muchas interacciones 
debiles en un area pequeña y bien definida. Algunas de las variables que pue
den determinar la naturaleza de la adhesion entre dos celulas son: i) la afinidad 
de union entre las moleculas interactuantes, es decir las propiedades termo- 
dinímicas [44]; ii) la tasa de asociacion/disociacion de cada molecula, es decir 
las propiedades cineticas; iii) la distribucion espacial (agrupaciín a alta o baja 
densidad) de las moleculas de adhesion, es decir las propiedades geometricas; 
iv) los estados activos e inactivos de las MACs con respecto a la adhesiíon, 
es decir las propiedades bioquímicas; v) las fuerzas externas tales como los 
flujos laminares o turbulentos de celulas en el sistema circulatorio, es decir las 
propiedades mecanicas.

En la mayoría de las ocasiones existen contactos adhesivos intercelulares 
(Fig. 1.4) que no implican la formacion de uniones intercelulares organiza
das. Las membranas plasmaticas que interactían simplemente se sitían muy 
próximas y siguen trayectos paralelos, dejando un espacio de tan solo 10-20 
nm entre ellas. Este tipo de contacto, que no forma uniones, puede resul
tar optimo para la migracion celular, ya que es suficientemente fuerte para
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soportar la tracción y facilitar la interacción de las proteínas adhesivas de 
transmembrana de adhesión, pero no tanto como para inmovilizar la celula.

1.3.2. Funciones de la matriz extracelular
Algunos receptores de superficie, entre los que se incluyen las integrinas, 

tienen la capacidad de unirse a componentes de la MEC adhiriendo celulas 
entre si de forma indirecta, a traves de sus interacciones con la matriz. Los 
tres componentes mas abundantes de la MEC son los proteoglicanos, un tipo 
especifico de glicoproteina, el colageno, formado por proteínas fibrilares y las 
proteónas solubles multiadherentes, como la fibronectina. La proporcióon entre 
celulas y matriz varia enormemente dependiendo del tejido. Las diferencias 
en la composicion de la matriz le permiten a la celula saber en que tejido 
se encuentra y que actividad debe realizar. La matriz sirve tambien como 
reservorio de muchas moleculas de senalizacion extracelular, que controlan el 
crecimiento y la duplicacion celular, y provee una retícula a traves del cual las 
celulas pueden moverse.

1.3.3. Moleculas de adhesión y matriz extracelular en 
los tumores malignos

La invasion y metóstasis son el sello biologico de los tumores malignos. 
Son la principal causa de la morbimortalidad relacionada con el cancer. Pa
ra que las cóelulas tumorales se suelten de la masa primaria, penetren en los 
vasos sanguíneos o linfaticos y crezcan secundariamente en un lugar distan
te, deben seguir una serie de pasos. Las celulas normales estan pegadas entre 
só y a sus alrededores mediante las molóeculas de adhesióon ya descriptas. En 
particular, las caderinas epiteliales son las mediadoras de la adherencia ho- 
motópica en el tejido epitelial, sirviendo para mantener juntas a las cóelulas 
epiteliales. En varios tumores existe una regulacion negativa (disminucion) de 
la expresióon de esta caderina. Presumiblemente, esto reduce la capacidad de 
las cóelulas neoplaósicas de adherirse entre só y facilita que se desprendan del 
tumor primario y avancen en los tejidos vecinos [45].

Para penetrar en la MEC, las celulas tumorales se adhieren antes a sus 
componentes, como laminina y fibronectina, mediadas por receptor. Las cóelu- 
las epiteliales normales expresan receptores de alta afinidad para la laminina 
de la membrana basal, que estón polarizados en su superficie basal. Por el 
contrario, las cóelulas carcinomatosas poseen muchos móas receptores, y se dis
tribuyen en todo el perómetro de la membrana celular, pareciendo haber una
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correlación entre la densidad de receptores de laminina y la capacidad de in
vasión de ciertos tumores.

1.3.4. Control extracelular del crecimiento y la 
división celular

La morfología de una celula cambia a medida que esta se desliza y avanza 
sobre un sustrato para ocupar un espacio vacante y esto puede tener un im
pacto importante sobre el crecimiento, la división y la supervivencia celular. 
Cuando se cultivan en suspension fibroblastos o celulas epiteliales, estas se 
muestran redondeadas y rara vez se dividen. Pero cuando estas celulas logran 
adherirse a un sustrato, rópidamente forman adhesiones focales en los sitios 
de union y comienzan a crecer y proliferarse, lo que se conoce como division 
celular anclaje dependiente.

La adhesion celular genera señales de proliferacion y crecimiento a partir 
de las adhesiones focales. La union de moleculas provenientes de la matriz 
extracelular, como la laminina y la fibronectina, a las integrinas, desencadena 
la activacion local de proteínas kinasas, entre ellas la kinasa de adhesiones 
focales (FAK), las cuales activan las cascadas intracelulares de señalizacion 
que promueven la supervivencia, el crecimiento y la divisióon celular.

1.3.5. Desplazamiento celular
La migracion celular es una característica esencial, tanto de procesos fi- 

siologicos como patologicos, de los organismos superiores. En el caso particu
lar del cóncer, tiene un rol prioritario en la invasion de tejidos circundantes 
y distantes, dado que las celulas neoplasicas se desplazan hacia los vasos san
guíneos y linfaticos, y son transportadas hacia otros lugares del organismo 
donde producen metóastasis.

El movimiento de las cóelulas es un proceso complejo altamente integrado 
dependiente del cortex de actina situado bajo la membrana plasmaótica. En 
el estan implicadas tres actividades distintas: i) la protrusion, mediante la 
cual las estructuras ricas en actina son empujadas hacia el frente celular; ii) 
la adhesióon, mediante la cual el citoesqueleto de actina conecta la membrana 
plasmóatica con el sustrato; iii) la traccióon, mediante la cual la mayor parte del 
citoplasma es dirigido hacia adelante (Fig. 1.6).

En la etapa de protrusioón aparecen fuerzas generadas por la polimeriza- 
cion de actina que impulsan la membrana plasmatica hacia adelante. Distintos
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Figura 1.6: Esquema de como las fuerzas generadas en el córtex rico en actina 
(zona roja) pueden desplazar la celula hacia adelante. Mientras la celula se 
desplaza hacia adelante se forman nuevos contactos focales en el frente y se 
desensamblan los existentes en la parte posterior.

tipos celulares generan distintos tipos de estructuras de protrusion, como fi- 
lopodios o microespinas, lamelipodios y pseudopodos, todos formados por un 
núcleo denso de filamentos de actina que excluye los orgánulos rodeados de 
membrana. Los filopodios que se forman en algunos tipos de fibroblastos son 
esencialmente unidimensionales. Contienen un núcleo de haces de actina pa
recidos a las microvellosidades, pero mas largos, delgados y dinamicos. Los 
lamelipodios, que se forman en celulas epiteliales y fibroblastos, son estruc
turas laminares bidimensionales y estúan formados por una red ortogonal de 
filamentos de actina entrecruzados que descansan, en su mayoría, en un plano 
paralelo al del substrato solido. Finalmente, los pseudúpodos, que se forman 
en amebas y neutrofilos, son pequeñas proyecciones tridimensionales formadas 
por un gel filamentoso de actina.

Un aspecto muy importante de la locomocion es la íntima relacion entre el
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citoesqueleto y la adhesión celular. Aunque cualquier tipo de arrastre requiere 
cierto grado de adhesión al sustrato, parece que las vellosidades de adhesión 
y locomocion estan relacionadas de forma inversa, de manera que las celulas 
altamente adhesivas se desplazan mós lentamente que las celulas con adhesion 
débil. Existen celulas debilmente adheridas al sustrato de manera que la fuerza 
de polimerizacion de actina empuja el frente de avance en forma muy rapida. 
En el otro extremo existen cóelulas que, cuando se cultivan sobre un sustrato, 
forman grandes lamelipodios que se adhieren suficientemente fuerte como para 
permitir el avance. En estos lamelipodios contimian funcionando el ciclo de 
nucleacióon localizada de nuevos filamentos de actina, la despolimerizacioón de 
los filamentos viejos y la contraccion dependiente de miosina. Sin embargo, 
como el frente de avance tiene un impedimento físico para desplazarse, es la 
red entera de actina la que retrocede hacia el cuerpo celular. Habitualmente, 
el grado de adhesioón de la mayoróa de las cóelulas se encuentra entre estos dos 
extremos y la mayoría de los lamelipodios presentan algón tipo de combinacion 
de protrusiones de filamentos de actina en avance o flujos inversos de actina.

Como los lamelipodios, los filopodios y los pseudopodos se desplazan sobre 
un sustrato generando nuevas zonas de unióon. Estas zonas se observan como 
regiones en las cuales la membrana plasmatica esta extremadamente relacio
nada con el sustrato y en el caso de las cóelulas que se arrastran, los lugares de 
unión, que disponen de la misma maquinaria que se encuentra en los contac
tos focales, se forman generalmente en el frente y permanecen estacionarios 
hasta que la celula se desplaza. Cuando los lamelipodios dejan de estar unidos 
al sustrato, se situan en la superficie dorsal de la celula y son transportados 
hacia atróas como un rizo.

Los lugares de adhesion establecidos en el frente de avance, actuan como 
puntos de anclaje que permiten a las cóelulas generar traccióon con el sustrato 
y empujar el cuerpo celular hacia adelante. Las fuerzas de traccióon se generan 
mediante las proteínas motoras de miosina II.

Por otra parte, el desplazamiento direccional en las celulas implica que 
ellas se encuentren polarizadas, pero el movimiento celular polarizado resulta 
poco ótil a menos que responda a cambios físicos o químicos en el ambiente. La 
quimiotaxis es un desplazamiento celular en una direccion, controlado por un 
gradiente de una sustancia química que difunde. La direccion de la migracion 
celular tambióen puede estar influóda por sustancias quómicas no difusibles, 
unidas a la matriz extracelular o a la superficie de las cóelulas. La activacioón 
de receptores por estas senales puede provocar, ademas de una polimerizacion 
dirigida de actina, un incremento de la adhesióon celular. En el caso de los 
tumores invasivos, el desplazamiento celular se ve favorecido por la sobre-
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Figura 1.7: Modelo de la migración celular sobre y a través de la matriz extra 
celular (MEC) de un carcinoma. Las celulas utilizan contactos focales como 
moleculas dinamicas de adhesion, pero en respuesta a señales invasivas, estas 
estructuras maduran invadipodios estables, cuando las celulas migran a traves 
de la MEC rígida [46]

regulacion de los genes que codifican para la cofilina, una proteína relacionada 
directamente con la capacidad de las celulas carcinomatosas de censar en forma 
direccional (quimiotaxis) el factor de crecimiento epitelial (EGF) [46].

Para atravesar una barrera de MEC densa, las celulas neoplasicas necesi
tan extender protrusiones con la habilidad de remodelar y degradar la MEC. 
Este tipo de protrusion es particularmente importante para atravesar la mem
brana basal que cubre los vasos sanguíneos. Las celulas neoplasicas invasivas, 
cultivadas sobre sustratos fisioloígicos, forman protrusiones de la membrana 
ricas en actina que se extienden verticalmente desde la membrana ventral. 
Estas estructuras han sido denominadas invadipodios por poseer la capacidad 
(proteolítica) de degradar la MEC (Fig. 1.7 ) [40,46,47].

1.3.6. Las fuerzas mecánicas y su implicancia en el 
desarrollo tumoral

La relación dinamica que existe entre las propiedades biofísicas de las celu
las y la MEC, establece una reciprocidad dinamica y mecónica en la cual, la
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Figura 1.8: Esquema de posibles fuerzas mecánicas que afectan a las células. 
a) Fuerzas mecanicas de una celula normal con sus vecinas y la MEC; b) celula 
tumoral dentro del paránquima circundante intercambiando fuerzas mecanicas 
con el entorno (de tracción, protrusivas,etc.); c) fuerzas de cizalla en un celula 
tumoral en la vasculatura; d) fuerzas sobre una celula tumoral atravesando la 
pared endotelial.

capacidad de las celulas para ejercer fuerzas contráctiles contra el medioam- 
biente extracelular, se equilibra con la resistencia elástica de la MEC a la 
deformacion (rigidez o elasticidad de la MEC). Actualmente se sabe que este 
balance de fuerzas puede regular un amplio rango de propiedades celulares que 
son críticas para la genesis tumoral, entre las que se incluyen la estructura, 
la motilidad, la proliferacioán y la diferenciacioán celular. En otras palabras, 
las senales micro-mecanicas de la MEC y el control estructural celular se en
cuentran íntimamente relacionados con las redes de traduccion de señales, 
para controlar los comportamientos fundamentales de un tumor, como son su 
transformacion, invasion y merástasis.

En todos los tejidos, incluso en aquellos que parecen estáticos, las celu
las encuentran constantemente una variedad de fuerzas mecanicas a las cuales 
responden activamente con otras fuerzas mecanicas [Fig. 1.8(a)]. Estas fuerzas
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Figura 1.9: Esquema del efecto del incremento de la rigidez de la MEC sobre 
la morfogenesis epitelial [40].

pueden originarse de celulas vecinas o de la MEC, y se canalizan a traves de 
los receptores específicos de adhesión descriptos anteriormente, como así tam- 
bien a traves de fuerzas mecánicas aplicadas de manera no específica al tejido 
completo, entre las que se incluyen fuerzas intersticiales y flujos de rozamiento 
(Fig. E8).

Las alteraciones en las interacciones mecanicas, tanto específicas como ines
pecíficas, contribuyen a la displasia de los tejidos asociada habitualmente con 
la iniciacián tumoral. Por ejemplo, las celulas epiteliales transformadas exhi
ben diferencias significativas con respecto a su contraparte normal en cuanto 
a los perfiles de filamentos intermedios y a la arquitectura del citoesqueleto, 
tal como ocurre típicamente en la transicion epitelio-mesenquimatosa [48-50]. 
Más aun, la modulacion de la rigidez de la MEC y de la contractilidad celu
lar dependiente de la rigidez, es suficiente para inducir la transformacion de 
celulas epiteliales en cultivo. Por ejemplo, el uso de geles de MEC de alta 
rigidez altera la expresion de integrinas, incrementa el ensamblado de adhe
siones focales, distorsiona la arquitectura tisular y promueve la invasián (Fig. 
1.9) [51]. Las alteraciones en la estructura de las celulas neoplasicas cuando 
se despegan e invaden se acompaña de cambios recíprocos en topología y pro
piedades mecanicas de la MEC. La formaciín tumoral in vivo se acompana 
habitualmente por un endurecimiento progresivo de los tejidos y de la MEC.



Capítulo 2
Fractales y escalado dinámico

Las metodologías de estudio de superficies, como el análisis de la dimensión 
fractal de un objeto y la determinación de la dinómica de su rugosidad, cons
tituyen una herramienta robusta que permite la caracterización morfológica y 
dinómica de sistemas biologicos complejos, como pueden ser el arbol dendrítico 
neuronal, el arbol bronquial y la expansion tumoral, difíciles de ser evaluados 
por otros metodos (Fig. 2.1) [11,13,54].

Desde esta perspectiva, la teoría de escalado dinamico es una herramienta 
que permite estudiar el desarrollo de la rugosidad de una superficie como,

Figura 2.1: Ejemplos de fractales en la naturaleza: a) una neurona y b) el 
óarbol bronquial

23
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Figura 2.2: Imágenes tomadas por Radiografía de rayos X y Tomografía Axial 
Computada: a) nodulo solitario pulmonar de bordes bien definidos, corres
pondiente a un granuloma de celulas plasmaticas; b) nodulo único de con
tornos espiculados en el pulmún derecho, correspondiente a un carcinoma de 
pulmón [52,53].

por ejemplo, la de una masa tumoral, y su interacciún con el entorno. Es 
sabido desde hace muchos anos que una masa espiculada no presenta el mismo 
pronostico para un paciente que una masa de bordes lisos (Fig. 2.2). Las 
tecnicas mencionadas han sido especialmente desarrolladas para determinar, 
a partir de la evolucion de los contornos de un sistema, cual sera su dinamica.

2.1. Fractales

Un fractal es una forma geometricamente rugosa o fragmentada que puede 
ser separada en partes, cada una de las cuales es una copia reducida de la 
forma original [5]. El termino fractal fue establecido por Benoít Mandelbrot
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en 1975 y deriva del latín fractus, que significa roto o fracturado. Un ejemplo 
clásico es la costa de un continente. Si se estudian dos mapas con diferentes 
escalas, que representen una línea de costa típica, lucen similares, es decir que 
no existe forma de distinguirlos si no se esta particularmente familiarizado 
con la costa. De hecho, no es posible distinguir siquiera cual es el mapa con 
la mayor ampliación. Estos mapas con las dos ampliaciones diferentes no se 
superponen exactamente, pero sus propiedades estadísticas son iguales.

2.1.1. Dimensión fractal
Para caracterizar cuantitativamente a un sistema fractal se debe definir 

en primer instancia lo que se denomina la dimensión decontención (del ingles 
embedding dimension), dC, del objeto que es la menor dimensión euclidiana, 
dE, o del espacio clasico, en la que un objeto dado puede ser contenido [5]. 
Por ejemplo, una línea se dice que tiene una dimension euclidiana 1, un plano 
una dimension 2 y un objeto sólido una dimension 3. Pero si se tiene una línea 
curvada, como la de la figura 2.3, se dice que esta línea esta contenida en un 
plano, por lo tanto su dimension de contencion serí 2. Una vez determinada 
la dimension de contencion del fractal es posible medir su dimensión fractal 
df propiamente dicha, tambien conocida como dimension de Hausdorff.

Una forma de medir la d f, entre varias posibles, es la siguiente: considere
mos un objeto arbitrario de superficie S(l), la cual puede medirse cubriendola 
con cajas de tamaño l x l y superficie ldc como se muestra en la figura 2.3. 
Considerando que se necesitan N(l) cajas para cubrirlo, se puede entonces 
escribir:

S(l) =  N (l)ldc (2.1)

de lo cual se desprende que N(l) a  l-d c , dado que la superficie de un obje
to no cambia, si se modifica la unidad de medida l. Por ejemplo, considerando 
objetos auclidianos tradicionales, tenemos que la superficie del círculo es pro
porcional al cuadrado de su radio (S a  r2) y que la superficie de un cuadrado 
es proporcional a su lado al cuadrado (S a  l2), donde el numero 2 corresponde 
al valor de la dimension euclidiana de estos elementos. Sin embargo para los 
objetos fractales se observa que

N(l) a  l-df (2.2)

donde df es un numero no entero o fraccionario.
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Figura 2.3: Ejemplo de dos líneas a las que se les aplica el método del conteo 
de cajas para calcular su dimensión fractal. Para la línea de la figura (a) la 
ecuación 2.3 corresponde al valor entero 1. Para el caso de la línea (b) arroja 
el valor fraccionario df =  1,2.

Los objetos que tienen df > dE se llaman fractales [5], donde df es la 
dimensión fractalb De la ecuacion 2.2 se obtiene

df
n/ ln N (l) 
lím
i^o ln(1/l) (2.3)

Existen muchos metodos para medir la dimension fractal de un fractal 
aleatorio. Las mas conocidas son el metodo de conteo de cajas (del ingles box 
counting method) que se muestra en la figura 2.3 y la medida de la funcion de 
correlacion. La eleccion del mejor metodo generalmente se determina segun 
la situacion experimental o numerica particular, o segun la naturaleza de los 
datos.

2.1.2. Fractales autosimilares y autoafines
Un fractal puede ser autosimilar si esta formado por partes que son “simi

lares” al todo. Un ejemplo tópico de fractal autosimilar es la serie que forma el
1 Estrictamente, un fractal se define por df > dT, donde dT es la dimensión topologica 

del objeto estudiado. dT = 0 para una serie de puntos discontinuos, dT = 1, para una curva, 
dT = 2 para una superficie y dT = 3 para un solido.
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Figura 2.4: Construcción de un fractal autosimilar determinista según la serie 
de Koch. En cada etapa sucesiva se utiliza la formación anterior para construir 
el fractal.

copo de nieve de Koch que se ilustra en la figura 2.4. En este caso, las diferen
tes figuras que se obtienen pueden superponerse perfectamente aplicando el 
factor de escala correspondiente, conformando un fractal determinista. Para la 
construccion se opera de la siguiente manera: (i) se acomodan cuatro segmen
tos iguales y se forma un angulo de 60 grados entre los segmentos del medio; 
(ii) se repite el proceso pero utilizando la figura formada en (i) en lugar de 
los segmentos originales; (iii), (iv) y (v) se forman por iteracion del proceso 
anterior; en (vi) se muestra el copo de nieve de Koch ya formado. Es tambien 
lo que se conoce como un fractal autosimilar puesto que la transformacion 
isotropica. La dimension del copo de nieve de Koch tiene una dimension to- 
pologica de uno, pero no puede ser tratada como una curva; la longitud entre 
cualesquiera dos puntos en el fractal es infinita. Ningun segmento del fractal 
tiene parecido a una línea, pero tampoco tiene parecido a una parte de un 
plano. Esto lleva a la conclusiúon de que su dimensiúon se encuentra entre uno 
y dos.
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Figura 2.5: Efectos del reescalado isotrópico y anisotrópico, sobre el mismo 
objeto. a) El diómetro se agranda en un factor dos en el caso del cambio 
de escala isotropico. b) En el caso del re-escalado anisotrópico, el diómetro 
en la direccion Este-Oeste se agranda en un factor cuatro, mientras que el 
diametro en la direccion Norte-Sur, se agranda en un factor dos, resultando 
una elipse. Mientras que los objetos autosimilares son invariantes ante trans
formaciones isotropicas, para los objetos autoafines es necesario realizar una 
transformacióon anisotroópica.

Sin embargo, muchos objetos que existen en la naturaleza tienen conforma
ciones al azar. A pesar de esta aleatoriedad, estos objetos pueden ser autosi
milares en un sentido estadístico. A estos objetos, con aleatoriedad intrínseca, 
que son autosimilares pero solo en el sentido estadístico, se los llama fractales 
estadísticos.

La transformación de escala descripta para los fractales autosimilares es 
isotropica, lo que significa que la dilatacion incrementa el tamaño del siste
ma uniformemente en todas las direcciones espaciales. Otra posibilidad es que 
los objetos fractales deban ser re-escalados utilizando una transformacióon an- 
isotropica, a estos fractales se los llama autoafines. En la figura 2.5 se muestra 
el concepto de re-escalado anisotrópico. En la figura 2.6 se muestra un esque
ma de la construccion de un fractal autoafón determinista segun el siguiente 
orden: la diagonal en (a) es dividida en cuatro partes iguales horizontalmente y 
reubicada formando la figura que se muestra en (b). En la siguiente iteracion, 
se repite el mismo procedimiento para los cuatro segmentos y se llega a la es-
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Figura 2.6: Construcción de un objeto autoafín determinista. Obsérvese en (c) 
que el objeto encerrado en la caja punteada es diferente del objeto formado. 
Esto de debe a la aplicación de un re-escalado isotropico.

tructura (c). Es importante remarcar que si se re-escalara isotópicamente el 
objeto encerrado en la caja punteada, se obtendría el objeto que se muestra a 
la derecha, que es diferente del objeto que se obtuvo en la iteraciones previas.

2.2. Escalado dinámico
Nuestra vida transcurre en interaccion con las interfaces. Aón cuando nos 

interesamos en el interior de algo, no es posible alcanzarlo sin cruzar primero 
una superficie. En el caso particular de una celula, la membrana plasmatica 
actua no solo como una barrera altamente selectiva, sino que muchos procesos 
ocurren directamente en la superficie misma. Por ejemplo, la primer interac-
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Figura 2.7: Esquema del valor medio (h(x)) y la rugosidad w(x) o desvío 
estándar de la función h(x) introducida en la figura 2.6.

ción que tiene el medico con el tumor de un paciente suele ser la imagen de 
la superficie de la masa tumoral, a traves de los metodos complementarios 
de diagnostico. Sin embargo, la morfología de las superficies puede ser muy 
diferente dependiendo de la escala con la que se las observa. Un epitelio puede 
ser suave a simple vista y sin embargo puede ser rugoso cuando se lo observa 
con un microscopio.

En una amplia variedad de procesos naturales e industriales, tales como la 
formación de cristales, deposición de vapor, corrosión, erosión y crecimientos 
biológicos de los mós diversos, la superficie o interfaz que se forma fluctua y 
cambia su morfología con el tiempo [55]. En general, en tales procesos existe 
una competencia entre las fluctuaciones aleatorias, o al azar, que tienden a 
incrementar la rugosidad de la superficie, y los procesos de relajación, que 
tienden a suavizarla. El estudio de superficies utilizando el escalado diníamico 
se basa en los conceptos de escala y fractalidad, y se ha convertido en una 
poderosa herramienta para el estudio de superficies en crecimiento [56].

Las superficies rugosas pueden cuantificarse utilizando funciones autoafi- 
nes. Un ejemplo es el modelo de la figura 2.7 que introduce una de estas 
funciones, donde el perfil mostrado representa una función h que depende de 
una variable independiente x. Este tipo de funciones, h(x), permite calcular 
el valor medio, (h(x)), y la rugosidad de la misma, w =  f  (h), o el desvío 
estandar de h(x).

La ecuación correspondiente a una función fractal autoafín, como es la
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Figura 2.8: Esquema de un sistema de múltiples partículas en formación. El 
modo mas sencillo de plantearlo es utilizando una retícula de ancho L sobre 
la que se suman partículas de igual forma y tamaño.

funciún h(x), se formula de la siguiente manera:

h(x) ~  b-a h(bx) (2.4)

donde a es el denominado exponente de Holder o exponente de rugosidad. 
La relacion 2.4 muestra que una funciún autosimilar debe ser reescalada de 
diferente manera horizontal y verticalmente para que el objeto resultante se 
superponga con el objeto que se obtuvo en la generacion previa, esto significa 
que si se incremente la funciún horizontalmente en un factor b (x ^  bx), 
se debe incrementar en un factor ba verticalmente [h ^  bah],. Para el caso 
especial de a =  1, la transformacion es isotropica y el objeto es autosimilar.

La formacion de superficies e interfaces esta influenciada por un gran nume
ro de factores siendo prácticamente imposible distinguirlos a todos ellos. Sin 
embargo, muchas veces es posible explicar mediante un pequeño numero de 
leyes basicas, independientes de las características particulares de cada siste
ma, la morfología y la dinamica de crecimiento de diferentes sistemas. Este es 
el fundamento de la teoría del escalado dinamico.

2.2.1. Conceptos de escalado
El modo maús sencillo de definir un sistema formado de muúltiples partúculas 

es hacerlo sobre una retícula, donde partículas de identica geometría se van
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incorporando gradualmente, tal como se ejemplifica en la figura 2.8. En este 
sistema, las partículas llegan desde afuera y caen en línea recta desde una po
sición escogida al azar. Al contactar el sistema, la partícula queda posicionada 
y una nueva partícula es sorteada para caer. De este modo se va conformando 
la superficie, que se define como el conjunto de las partículas mas altas en 
cada columna.

En consecuencia, estableciendo un punto o línea inicial de referencia para 
cualquier superficie se la puede caracterizar basicamente con dos parámetros:

■ La altura media de la superficie,(h), definida como

1 L
(h(t)) =  l  ^  h(i,t) (2.5)

L i= 1

donde h(i, t) es la altura de la columna i al tiempo t y L es el ancho del 
sistema. Si la tasa de deposicion es constante, la altura media aumenta 
linealmente con el tiempo segán

(h(t)) a  t (2.6)

■ La rugosidad [w(L,t)] de la interfaz, definida como la raíz cuadrada de 
las fluctuaciones de la altura, es la dispersion de las alturas alrededor de 
(h)

w(L,t) NL ¿ [h<i',í) -  (h<í))]2 (2.7)

Para analizar cuantitativamente la rugosidad, se mide entonces la des- 
viacion estandar de la interfaz como funcion del tiempo. Por definicion, 
el crecimiento comienza a partir de una línea horizontal por lo que la 
interfaz a tiempo cero es una línea y su rugosidad es cero (sistema liso). 
A medida que la deposicioín transcurre, la interfaz se vuelve progresiva
mente mías rugosa.

Un ajuste típico de la evolucion temporal del ancho de una superficie tie
ne dos regiones separadas por un tiempo de saturacion característico, tsat: 
inicialmente la rugosidad crece como una potencia del tiempo,
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Figura 2.9: Crecimiento de la rugosidad de la interfaz (w) con el tiempo t de 
un sistema generico. Se pueden diferenciar dos regímenes característicos: (i) 
crecimiento como ley de potencias, que aparece como una línea recta en el 
ajuste log-log, y (ii) saturación.

w(L, t) (X t  [t <  tsat] (2.8)

donde el exponente de crecimiento ¡3 caracteriza la dinamica tiempo-dependiente 
del proceso de rugosidad (Fig. 2.9). El incremento como ley de potencias de la 
rugosidad no continua indefinidamente, sino que es seguido por un regimen de 
saturacion (la región horizontal de la figura 2.9) durante el cual la rugosidad 
alcanza su valor de saturacion, wsat. En la figura 2.10 se muestran cuatro cur
vas diferentes correspondientes a la evolucion temporal de la rugosidad para 
cuatro sistemas de diferente tamaño inicial L. A medida que L aumenta, wsat 
tambien aumenta, y la dependencia tambien sigue una ley de potencias

Wsat(L) ~  La [t >  tsat] (2.9)
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Figura 2.10: Evolución temporal de la rugosidad de la interfaz. Se utilizan 
escalas logarítmicas de modo tal que la dependencia como ley de potencias 
pueda ser observada como una línea recta. Las diferentes curvas corresponden 
a simulaciones de diferentes tamaños. La línea punteada tiene pendiente ¡3

El exponente de rugosidad a es el segundo exponente crítico y caracteriza 
la rugosidad de la interfaz saturada. Es importante remarcar que el exponente 
a no es una medida de la rugosidad de la interfaz, sino de como cambia esta 
con el tamaño del sistema (Fig. 2.11). Así por ejemplo se puede tener una 
interfaz muy rugosa, pero que no difiere si se analiza una fraccion grande o 
chica del frente. En este caso el valor de a será bajo. Por el contrario, una 
superfice poco rugosa, pero que difiere mucho de principio a fin, por ejemplo 
si tiene picos esporíadicos, tendraí valores diferentes de rugosidad dependiendo 
de la fraccion de la superficie considerada, y su exponente a sera elevado [57].

El tiempo de saturacion tsat al cual la interfaz cambia del comportamien
to que se presenta en la ecuacion 2.8 al comportamiento de la ecuacion 2.9
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Figura 2.11: Los perfiles autoafines (a), (b) y (c) presentan exponentes de 
rugosidad a que varían entre 0,3 y 0,7. Todos los perfiles presentan el mismo 
valor de w = 1 ,1  ±  0,1 [57,58].

depende del tamano del sistema

tsat <X Lz (2.10)

donde z se denomina exponente dinámico.
Los exponentes a,fí y z no son independientes, sino que guardan una 

relación entre sí. Por otra parte, estos exponentes presentan propiedades uni
versales, esto es, son independientes de los detalles del sistema y se encuentran 
determinados solamente por aspectos físicos basicos del mismo. A partir de las 
relaciones 2.8-2.10 es posible “normalizar” las curvas de la figura 2.10. Esto 
es:

1. si se grafica w(L, t)/wsat como función del tiempo, se obtienen curvas que 
saturan al mismo valor de rugosidad, independientemente de L [Fig. 2.12
(a) y (b)].
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2. si se grafica la rugosidad como función de t/tsat se logra que las curvas 
saturen al mismo tiempo característico [Fig. 2.12 (b) y (c)].

Estas dos observaciones sugieren que w(L,t)/wsat es funcion de t/tsat sólo si

w(L,t) ^  í  t
wsat1 * * (L) \tsat

(2.11)

donde u =  t /t sat es el argumento de la funcion f  (u), la denominada función 
de escalado.

Reemplazando wsat y tsat en la ecuación 2.11 por sus expresiones en las 
ecuaciones 2.9 y 2.10, se obtiene la relación de escalado o hipostesis de esca
lado dinómico de Family-Vicsek.

w (L ,t) a  L“ f ( L (2.12)

Existen dos regómenes que puede cumplir la funcióon de escala, dependiendo 
del argumento

1. Para valores pequeños de u, la funcion de escalado aumenta como una 
ley de potencias,

f  (u) a  u  ̂ [u ^  1] (2.13)

2. Cuando t ^  ro la rugosidad satura. La saturación se obtiene para t ^  
tsat, es decir que el argumento de la función de escalado u ^  1 y

f  (u) =  constante [u ^  1] (2.14)

De la figura 2.9 se desprende que si uno se acerca al punto de quiebre (tsat, wsat) 
desde la izquierda, se encuentra, de acuerdo a la ecuación 2.8, que wtsat ~  tfat. 
Sin embargo si uno se acerca al mismo punto desde la derecha, se obtiene de la 
ecuacion 2.9 que w(tsat) ~  La. De estas relaciones se desprende que tfat ~  La, 
que de acuerdo a la ecuacion 2.10 implica que

z =  a  (2.15)

En resumen, la función de escalado f  (u) depende de u segun
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(a) z = a  / b

(I)

log w

log (w ¡ L“)

a n u o

a a a a a a a

a a a a a a a a -

a a a a a a a a a a a

(b)
log t

a a i ‘j| = | o g > a j | < a a a a a a  
a ■ a a a ■ a a a

a ■ a a 
a ■ a a a

a ■ a a a
■ a a a

■ a a a
a a a

a a a

a  L = 4L
3  L = 2L 
9  L = L
4  L = L/2
y )  L =  /4

log (W¡ L“)

*

logí

(II)

l o g ( í / L z)

Figura 2.12: Esquema del reescalado de las curvas de rugosidad para un sis
tema, considerando cinco tamaños (L) diferentes. En el paso (I ) se divide la 
rugosidad de las curvas mostradas en (a) por La, [figura (b)]. De acuerdo con 
la ecuación 2.9, las nuevas curvas saturan al mismo valor de la ordenada w/La, 
pero sus tiempos de saturacion son diferentes. En el paso ( I I ) se reescala el 
tiempo, como t/Lz, [figura (c)]. De acuerdo con la ecuacion 2.10, las curvas 
saturan al mismo valor de la abscisa, t /L z.
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f  (u)
const si u ^  1; 
U  si u ^  1

(2.16)

Una característica importante a tener en cuenta en los procesos de creci
miento es que a lo largo de la superficie aparece correlación entre las partículas. 
Esto significa que las diferentes posiciones de la superficie no son completa
mente independientes sino que dependen de las posiciones vecinas. La nueva 
partícula que llega interacciona y se pega a sus vecinas más cercanas. De es
te modo, la altura de la nueva partícula se encontrara relacionada con la de 
sus vecinas. La altura de la fluctuacián se movera lateralmente y la proxima 
partícula que se deposite interactuará con sus vecinas, y así sucesivamente. A 
traves de este crecimiento lateral la informacion sobre la altura de cada una 
de las vecinas se “transmite” globalmente. La distancia típica a lo largo de 
la cual las alturas “saben” sobre cada una de las otras, es decir la distancia 
característica de correlacion, se denota £y.

A tiempos iniciales los sitios no se encuentran correlacionados y las partícu
las pueden adicionarse sin condiciones. Durante el crecimiento de la superficie 
£ll va creciendo y la ubicaciín de una partícula nueva sobre la superficie es
tará condicionada por su entorno. Para un sistema finito, puede crecer hasta
alcanzar el valor de L, momento en que la superficie entera se correlaciona, 
alcanzandose la saturacion de la rugosidad de la interfaz. Entonces una vez 
alcanzada la saturacion se cumple que

£u <X L [t >  tsot] (2.17)

De acuerdo a la ecuacion 2.12 la saturacion ocurre al tiempo tsat dado por 
la ecuaciín 2.10. Reemplazando L por se obtiene ~  t l/al , lo que para 
t < tsat implica

£|| «  t1/z [t <  tsat] (2.18)

Una longitud de correlaciín perpendicular, , caracteriza las fluctua
ciones en la direccion de crecimiento y juega el mismo comportamiento de 
escalado que la rugosidad de la interfaz w(L,t).

2 .2 .2 . Análisis de Fourier
El anílisis de datos temporales complejos se realiza comúnmente en el 

espacio de las frecuencias, utilizando la transformada de Fourier [59,60]. El
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Figura 2.13: Transformada de Fourier de una onda cuadrada. En (a) se mues
tran los terminos de frecuencia individuales y en (b)se muestra la suma de los 
terminos de frecuencia para ajustar la función escalón u onda cuadrada.

teorema de Joseph Fourier demuestra que cualquier movimiento complejo pue
de ser subdividido en una serie de funciones trigonomóetricas de senos o cosenos 
superpuestos, como se muestra en la figura 2.13. La serie es infinita, pero en 
la practica la frecuencia mós alta corresponde al tamaño del pixelado en la 
imagen o a la resolución lateral de la tecnica de medición. Del mismo modo, la 
frecuencia mas baja se elige como el ancho de la imagen o longitud del perfil. 
Para una función temporal, la serie de Fourier corresponde a

max max
f(t)  =  ^  aks en ( -6k) =  ^  akeinkt (2.19)

k=min k=min
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De esta manera, es posible estudiar el comportamiento dinámico de una 
superficie en el espacio de Fourier para lo cual hay que expresar la relación 
de escalado 2.12 en terminos del factor de estructura de la interfaz [61-63]. El 
factor de estructura, S(k,t),  viene expresado por:

S (k,t) =  {h(k,t)h(—k,t)) (2.20)

donde

h(k,t) - 2  £ [ h ( z , í )  - { h ) ] e ‘‘ x (2.21)

es el modo k—esimo de la altura del perfil alrededor de su valor promedio al 
tiempo t .

La relacion de Family-Vicsek en el espacio de Fourier puede expresarse 
entonces como

S (k, t) =  k-(2as+1)/(tkl/z) (2.22)

donde / (u) [u =  tk1/z], es nuevamente la denominada funcion de escalado, 
que en este caso depende de u según [61,62,64,65].

/(u) const for u ^  1; 
u(2a+1) for u <  1

(2.23)

Dadas estas relaciones, la pendiente p del gráfico logarítmico de S(k,t) 
versus k permite obtener el valor del exponente crítico de rugosidad segun

a =  — 2(p + 1 ) (2.24)

Este metodo para calcular el valor del exponente de rugosidad es que el 
ofrece resultados de mayor exactitud y precision [61-63].

En el Apendice I puede hallarse un desarrollo mas acabado de la teoría de 
Fourier y sus aplicaciones.

2.2.3. Clases universales y modelos de crecimiento
El concepto de clase universal es un producto de la mecanica estadística 

moderna, que sostiene la idea de que hay súolo unos pocos factores esenciales 
que determinan los exponentes que caracterizan la dinúamica de crecimiento de
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Figura 2.14: Modelo de deposición aleatoria (DA). Las partículas A y B  se 
dejan caer desde posiciones aleatorias sobre la superficie y se depositan en 
la punta de la columna bajo ellas. En contraste con el modelo de DB, en el 
modelo de DA la altura maxima de la interfaz en un punto dado no depende 
de la altura de las columnas vecinas.

una superficie. Asó, se encuentra que diferentes sistemas, que a priori parecen 
no tener conexioón alguna, presentan comportamientos muy similares.

Las clases universales quedan definidas cuando un modelo discreto puede 
ser descripto por una ecuación continua. Es decir que los exponentes críticos 
a, ¡3 y z obtenidos a partir del modelo deben coincidir con los exponentes que 
se obtienen al resolver la ecuacióon correspondiente. En general se dice que la 
ecuacion continua define la clase universal, por ser esta mas general que el 
modelo discreto.

Como modelos de crecimiento clasicos pueden mencionarse:

1. Deposicioón aleatoria
El modelo de deposición aleatoria (DA) es el mas simple de los modelos 
de crecimiento. A partir de una posicióon sobre la superficie escogida al 
azar, la partícula sigue una trayectoria recta vertical hasta que contacta 
la parte móas alta de la columna que se encuentra debajo de ella, donde 
queda depositada (Fig. 2.14). De este modo, se elige al azar una columna 
i y se incrementa su altura h(i, t) de a una partícula a la vez.
La diferencia mas importante con los conceptos basicos de escalado men
cionados anteriormente, es que la interfaz de DA no correlaciona. Las 
columnas crecen independientemente, ya que no hay un mecanismo que 
genere correlaciones a lo largo de la interfaz: todas las partóculas caen y



42 Capítulo 2. Fractales y  escalado

Figura 2.15: Deposición aleatoria con relajación. Las nuevas partículas de
positadas se adhieren en forma reversible al sitio donde cayeron, pudiendo 
“relajar” hasta la posición vecina mós cercana, si es que esta tiene una menor 
altura.

se colocan sobre la partócula inmediata anterior, sin generar huecos en 
las columnas. Este modelo permite a la rugosidad crecer indefinidamente 
en el tiempo sin saturar. Desde el momento en que no hay correlacióon 
en el modelo de DA, siempre vale cero, la interfaz no satura, y el 
exponente de rugosidad a no esta definido. Mas aun, la superficie no 
es autoafón. Este proceso de crecimiento define en só mismo una clase 
universal.

2. Deposición aleatoria con relajacion superficial

En el modelo de DA cada partócula cae a lo largo de una columna hacia 
la superficie, hasta que alcanza el punto móas alto de la interfaz donde 
se pega en forma irreversible. En el caso de haber relajacion superficial, 
se permite a la partócula difundir a lo largo de la superficie hasta una 
cierta distancia, deteniendose cuando encuentra la posicion mas baja 
(Fig. 2.15). Como resultado del proceso de relajacion, la superficie final 
seró suave, comparada a la del modelo sin relajacion.

De este modo, la nueva partócula “compara” las alturas de las columnas 
cercanas antes de “decidir” donde pegarse. Este proceso genera corre
laciones entre las alturas vecinas, es decir el movimiento lateral de una 
partócula dependeróa de las alturas de sus vecinas, lo que lleva a que la
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Figura 2.16: Modelo de deposición balística (DB). Las partículas nuevas caen 
desde una posición aleatoria sobre la superficie. La partícula se adhiere sobre 
el primer sitio, a lo largo de su trayectoria, que tenga un vecino ocupado.

interfaz completa correlacione y finalmente sature.

3. Deposición balística
La deposicion balística (DB) fue introducida como un modelo de agre- 
gacióon de coloides. La forma móas sencilla de definir el modelo de DB es 
hacerlo sobre una retícula, como se muestra en la figura 2.16 donde las 
partículas caen sobre la superficie desde una posición escogida aleato
riamente. Las partículas siguen una trayectoria recta vertical hasta que 
contactan con la superficie, donde quedan adheridas. Segun esta regla 
de deposicion, la primer posicion de la partícula A para adherirse es 
A1. Luego de la deposicion, A1 se convierte en parte del agregado. De la 
misma forma, la partícula B  se adhiere en la posiciín B '. Las partícu
las depositadas forman un “cluster” o agregado con una geometría muy 
característica.
En la DB, el hecho de que las partículas sean capaces de pegarse en el 
borde de las columnas vecinas lleva al crecimiento lateral, permitiendo 
la progresion de las correlaciones a lo largo de la superficie: la nueva 
partícula que llega se pega al primer vecino mas cercano que encuentra. 
De este modo, la altura de la nueva partícula sera igual o mayor que la 
de sus vecinas.
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4. Modelo de Eden

Este modelo clásico fue introducido en 1961 por M. Eden [28] para re
presentar la formación de colonias celulares, como bacterias y cultivos 
tisulares. El modelo se define de la siguiente manera: se realiza una siem
bra de una partícula en el centro de la retícula. Una nueva partícula se 
adhiere en forma aleatoria a cualquier parte del perímetro de la semilla, 
formando un agregado (cluster) de dos lugares. Con las subsiguientes 
iteraciones, el modelo de Eden genera una colonia de forma compacta, 
pero de perímetro rugoso. Este modelo es similar al modelo de DB, es 
decir que sigue las mismas leyes de adhesiones entre vecinos, con la dife
rencia de que el sistema crece por división de las partículas ya existentes 
y no lo hace por el agregado de partículas nuevas. [66]

5. Epitaxis de un haz de moleculas

En el modelo de epitaxis de un haz de moleculas o MBE (del ingles 
Molecular Beam Epitaxis) una superficie se forma y crece por la de
posición de partículas que difunden sobre la superficie en busca de la 
posición energeticamente mas favorable (Fig. 2.17). La longitud de difu- 
sion puede ser muy larga, dependiendo de la temperatura y las energías 
de interaccion.

Los primeros modelos de crecimiento incluyendo deposicion y difusion 
superficial fueron introducidos independientemente por Wolf y Villain
[67] y por Das Sarma y Tamborenea [68]. En cada ciclo, una partícula 
se adhiere en forma aleatoria a alguna posicioín. Luego la partícula tiene 
tres opciones que son permanecer en el lugar donde fue depositada, o 
moverse para uno u otro lado. La partícula debería elegir entre uno de 
estos tres lugares basada en el siguiente criterio: a) en el modelo de 
Wolf-Villain, la partícula se mueve hacia el lugar que ofrece la union 
mas fuerte a la superficie, es decir la posiciín con mayor numero de 
vecinos; b) en el modelo de Das Sarma-Tamborenea la partícula difunde 
solo para incrementar el número de vecinos, hacia el sitio mas cercano, 
aunque tal vez no sea el sitio que le ofrezca el mayor nímero de contactos. 
Ambas reglas contienen el principio esencial de la relajacion superficial: 
las partículas difunden para maximizar el numero de vecinos (Fig. 2.18).

El seguimiento de una superficie a traves de su rugosidad, implica ne
cesariamente establecer las ecuaciones matemíticas de h en funciín de t en
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Figura 2.17: Esquema de la sección transversal de una superficie. Dos mo
dificaciones principales pueden ocurrir sobre la energía de interacción cerca 
del escalon: la partícula punteada puede difundir hacia la derecha o hacia la 
izquierda, como se muestra en (a). Si difunde hacia la derecha como en (b), 
la partícula tiene dos uniones, pero hay una tercer unión que se pierde a la 
derecha. La ausencia de esta unión desestabiliza esta posicion. En la posicion 
(c) la partícula forma tres uniones con los vecinos, lo que corresponde a un 
móximo de interacciones, quedando estabilizada.

forma de ecuaciones diferenciales estocíasticas. El mecanismo mías simple para 
desarrollar las ecuaciones diferenciales que representen modelos cada vez mas 
complejos es ir agregando nuevos terminos que respondan a las nuevas varia
bles en juego. Es por ello que para el comprender las ecuaciones continuas 
que los describen es preferible comenzar por el modelo de DA, por ser el mós 
sencillo, y en consecuencia, el que menos terminos presenta en su ecuacion 
diferencial equivalente.

1. Deposición aleatoria
La forma mas simple de comenzar a desarrollar una ecuacion diferencial 
que represente el crecimiento de un sistema, es encontrar la variacióon de 
la altura h(x,t)  de la interfaz con el tiempo para todas las posiciones
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Figura 2.18: Mecanismos de relajación según los modelos propuestos por Das 
Sarma-Tamborenea y Wolf-Villain. La Unica diferencia entre ambos modelos 
es que el primero incluye la posibilidad de que las partículas relajen en todas 
las direcciones marcadas con flechas, mientras que el segundo no admite la 
direcciún que se representa con una flecha punteada, ya que el numero de 
contactos sería menor que si la partícula se moviera en la direccion opuesta 
admitida.

x, donde x  pertenece a un sustrato unidimensional, para el caso mas 
sencillo que es el que se analiza aquí. En líneas generales el crecimiento 
puede ser descripto por

^ ^ ( x , * )  (2.25)

donde $(x, t) es el número de partículas por unidad de tiempo que llegan 
a la superficie a la posiciín x en el tiempo t. El flujo de partículas no es 
uniforme, desde el momento en que estas son depositadas en posiciones 
aleatorias. El azar puede ser incorporado a la teoría descomponiendo a 
$  en dos terminos, de modo tal que la ecuacion 2.25 se convierta en

dh(x, t) 
dt

n  +  n(x, t) (2.26)

donde el primer termino, N , es el numero promedio de partículas por 
unidad de tiempo que alcanzan la posicion x. El segundo termino, n(x, t),
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refleja las fluctuaciones aleatorias del proceso de deposición, y es un 
número no correlacionado que presenta una configuracion promedio de 
cero. Es decir que el sorteo de cada partícula es independiente del de 
las anteriores, pero con la característica fundamental de que los sorteos 
en conjunto son balanceados, o lo que es lo mismo, todas las posiciones 
son igualmente probables, de modo tal que en promedio este termino no 
favorece a ninguna posicion.

<n(x,t)> =  0 (2.27)

Si se traduce esto en terminos de simetría se encuentra que, respecto a 
un eje trazado perpendicularmente a la interfaz, las fluctuaciones de la 
misma son equivalentes a ambos lados del eje. Las propiedades estadísti
cas de una interfaz descripta por la ecuación 2.26 son las mismas que 
las que presenta una interfaz en el modelo de DA. Integrando sobre el 
tiempo la ecuación 2.26 se obtiene

h(x,t) =  Nt  +  í  rj(x ,t')dt' (2.28)
J 0

Al resolver esta ecuacion para el caso de dimensión 1, se obtiene el 
exponente ¡3 = 1 /2

2. Deposición aleatoria con relajación superficial
Para poder representar modelos mós complejos de crecimiento de su
perficies, tales como la DA con relajacion superficial, se introduce un 
metodo mas sistematico para derivar las ecuaciones continuas. Específi
camente se busca que la ecuacion de movimiento sea la ecuacion mas 
simple posible compatible con los principios de simetría del problema. 
En este caso, se utilizan estos principios para derivar en una ecuacion 
de equilibrio de la interfaz, donde equilibrio significa que la interfaz no 
esta siendo afectada por una fuerza exterior. Asó, una interfaz en equili
brio separa dos dominios que se encuentran en equilibrio desde el punto 
de vista de que un dominio no crece a expensas del otro.
Para buscar los principios de simetría se debe comenzar por definir la 
interfaz. Si se considera una interfaz caracterizada por su altura h(x,t), 
donde h es una funcion monovaluada, es decir que para cada posicion x 
solo existe un valor de h, o lo que es lo mismo, la interfaz no presenta sa
lientes laterales (Fig. 2.19), que se conocen como “overhangs” , es posible



48 Capítulo 2. Fractales y  escalado

Figura 2.19: Modelo de una interfaz con multivaluaciones: antes (a) y después 
(b) de ser corregidas.

generalizar la ecuación 2.26 y derivar una ecuación de crecimiento para 
interfaces correlacionadas. Se espera entonces que la ecuacion presente 
un forma como la siguiente

—  ̂X ) =  G(h,x,t)  +  n(x,t) (2.29)

En este caso G(h,x,t)  es una función general que depende de la altura 
de la interfaz, de la posicion y del tiempo. El metodo mas sencillo pa
ra obtener una funcióon de esta clase es ir descartando tóerminos que no 
satisfagan las reglas basicas de simetría que deben cumplirse. Dentro de 
estas reglas pueden hallarse algunas que deben ser satisfechas por todos 
los modelos, y otras que su cumplimiento (o no) determinan la ley de 
crecimiento del modelo estudiado. A continuacion se mencionan breve
mente estas reglas y se deja una explicacion matematica mas detallada 
para el Apendice II.
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a) Invarianza ante traslaciones en el tiempo.
La ecuación de crecimiento buscada no debería depender de la defi
nición del origen del tiempo. Por tal motivo se dice que la ecuacion 
debe ser invariante ante una transformacion de tipo t ^  t +  Ai. De 
este modo terminos del tipo tn, para n >  1, quedan excluidos de 
esta ecuacion.

b) Invarianza de traslacion en la direccion de crecimiento.
La ecuacion de crecimiento del sistema no debería depender del 
sitio donde se define h =  0. De este modo, la ecuacion debería 
ser invariante ante la traslacion h ^  h +  Ah. Según esta regla de 
simetría la ecuacion de crecimiento no puede contener terminos del 
tipo hn, para n > 1.

c) Invarianza de traslacion en la direcciún perpendicular a la direccion 
de crecimiento.
La ecuacion no debería depender del valor de x. Así, se obtiene la 
simetría x ^  x +  Ax. Esto excluye explícitamente la dependencia 
de G con terminos del tipo xn, para n > 1.
Estas primeras tres reglas, que se satisfacen en todos los modelos, 
permiten la permanencia de terminos de tipo diferenciales unica- 
mente, que pueden simbolizarse con derivadas parciales o con el 
operador V.

d) Simetría de rotacion e inversiín sobre la direccion de crecimiento 
normal (o perpendicular).
Estas reglas descartan las derivadas de orden impar en las coorde
nadas. Esto deriva del hecho de que las derivadas de orden impar 
son antisimetricas respecto del eje de las ordenadas, no admitiendo 
invarianzas ante rotaciones e inversiones.

e) Simetría superior e inferior para h.
Las fluctuaciones de la interfaz son similares con respecto a la altura 
media. Esto descarta terminos no lineales como (V h)2n, para n > 
1 . Esta simetría esta conectada íntimamente a la naturaleza de 
equilibrio de la interfaz, por consiguiente esta regla debe romperse 
cuando se trata de problemas fuera de equilibrio.
El cumplimiento de las ultimas dos reglas es característico del mo
delo de deposicion aleatoria con relajacion superficial.
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Así, se llega a la ecuación de Edwards-Wilkinson (EW), que corresponde 
a la ecuacion mas simple que describe las fluctuaciones de una interfaz 
en equilibrio:

dh d ± tl  =  v V 2h +  n(x,t) (2.30)

El termino n(x, t) incorpora el carácter estocastico del proceso de fluctua- 
cion. Este termino cumple con la propiedad de no estar correlacionado, 
como se mostro en la ecuacion 2.27. El factor v es llamado habitual
mente tension superficial, ya que el termino vV 2h tiende a suavizar la 
interfaz. La propiedad mas importante es que suaviza redistribuyendo 
las irregularidades sobre la superficie, mientras que mantiene la altura 
promedio sin ser modificada. Si la interaz avanza con velocidad no nula, 
se puede adicionar un termino de velocidad a la ecuacion sin modificar 
las propiedades de escalado de la misma

dh(x, t) 
dt

v +  v V 2h +  n(x,t) (2.31)

3. Deposición balística
La primer extension de la ecuación de EW para incluir terminos no li
neales fue propuesta por Kadar, Parisi y Zhang (KPZ) [69]. De la misma 
forma que para la ecuacion de EW, es posible derivar esta ecuacion utili
zando los principios de simetróa. La diferencia entre el modelo de DA con 
relajacion superficial y el modelo de DB (o el modelo de Eden), radica en 
que en el primero las partóculas llegan y se adhieren a la superficie y lue
go relajan, mientras para el segundo estas se pegan a la primer partícula 
que encuentran generando crecimiento lateral. Esto implica necesaria
mente que la ecuacion de KPZ satisface las reglas de simetría (a )-(d ) de 
la ecuacion de EW pero no la regla de simetría superior e inferior de la 
altura de la interfaz [regla (e)]. La razon de que no se cumpla esta regla 
de simetría es la existencia de una fuerza impulsora F , perpendicular 
a la interfaz, que marca la direccion de crecimiento de la interfaz (Fig. 
2.20). En el modelo de DB esta regla se rompe debido a la propiedad 
de crecimiento lateral del modelo. Romper esta regla significa que la in
terfaz no es invariante ante la transformacion h ^  — h 2. El termino de

2En la teoría lineal la simetría superior/inferior excluye los términos de la forma (Vh)2n 
de la ecuación de crecimiento
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Figura 2.20: Esquema de una interfaz típica h(x,t) afectada por una fuerza 
impulsora externa F .

menor orden de este tipo es (V h)2, que al ser anadido a la ecuación de 
EW resulta en la ecuación de KPZ

vV 2h + l (V h )2 + n(x,t) (2.32)

En general, la existencia de una fuerza impulsora es una condicion nece
saria pero no suficiente para romper la simetría superior/inferior en h, 
y por lo tanto para la aparicion de un termino no lineal. Por ejemplo, la 
deposición de partículas podría considerarse una fuerza impulsora que 
hace que la interfaz crezca en el modelo de DA con relajacion superficial, 
sin embargo el modelo queda descripto por la ecuacion de EW, lo que 
significa que no se estó rompiendo la simetría. Es el crecimiento lateral 
el que implica la presencia de tóerminos no lineales, es por eso que el 
crecimiento por DB queda descripto por la ecuación de KPZ [70].
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4. MBE

Los dos mecanismo físicos que distinguen al MBE de los procesos de cre
cimiento discutidos anteriormente son la difusión superficial y la desor
ción de las partículas depositadas.

La difusion superficial es un proceso activo. El movimiento de las partícu
las no depende de la altura local de la interfaz, sino del numero de unio
nes que debe romper para poder difundir. El número de uniones que 
forma una partícula depende de la curvatura de la interfaz en ese punto. 
Por lo tanto la probabilidad de difusion es inversamente proporcional al 
radio de curvatura, que de por sí es proporcional a V 2h(x,t).

Para determinar la probabilidad de difusion local se utilizan los princi
pios de simetría. La probabilidad de difusion de una partícula no debería 
depender explícitamente de la altura h de la interfaz, ya que no depende 
de donde fue definido el origen. Del mismo modo, si la probabilidad de
pendiera de una potencia de Vh, entonces las probabilidades de pegado 
serían diferentes si se modificara el sistema de coordenadas. Teniendo 
en cuenta estos principios, la presencia de corrientes macroscoípicas y las 
diferencias de potencial químico (que escapan a los alcances de esta te
sis) es posible llegar a la ecuacion que describe la relajacion por difusiín 
superficial

2 h 2 2 1  =  - K v ‘ h (2.33)
dt

Si se incorporan un termino estocastico, como en los casos anteriores, 
y una fuerza F(x,t) ,  que describe el flujo de partículas que llegan a la 
superficie por unidad de tiempo, se obtiene

dhd t ¿) =  - K V 4h +  F  +  n(x,t) (2.34)

Esta ecuacion fue introducida en forma independiente por Wolf y Villain 
[67] y por Das Sarma y Tamborenea [68].

El proceso de crecimiento dominado por la deposiciín con desorcion 
incluye un termino que depende de la diferencia entre los potenciales 
químicos que dominan el sistema. Por lo tanto al incorporar todos los 
terminos lineales de la ecuacion de crecimiento del MBE, se obtiene
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Clase universal Ecuación Exponentes

DA
dh
¥  =  F  + n P = 1 /2

E W
dh 2 
¥  =  v V h  + n

a =  1/2 ; P =  1/4

KPZ dh _2i A __ >2—  =  v V 2h +  ^ (V h )2 +  n a =  1/2 ; P =  1/3

MBE
d h
—  =  vV 2h -  K V 4h +  Bfl +  F  +  n 
dt

a =  1 ; P =  3/8

Cuadro 2.1: Resumen de los modelos explicados. Se muestra la clase univer
sal, la ecuación continua que la representa y los exponentes críticos que las 
caracterizan.

=  vV 2h -  K V 4h +  Bp +  F  +  n(x,t) (2.35)

En base a los modelos discretos presentados, y las ecuaciones continuas 
derivadas a partir de las reglas de simetría de los mismos, quedan definidas 
las cuatro clases universales clasicas del escalado dinamico: DA, EW, KPZ 
y MBE. Existen variantes de estas clases universales e incluso algunas clases 
universales mías, aparte de las mencionadas, pero que escapan al alcance de 
este trabajo. En el cuadro 2.1 se resumen las ecuaciones matemáticas y los 
valores de los exponentes críticos de las principales clases universales para el 
caso bidimensional, que es la dimension de interes para este trabajo de tesis.





Capítulo 3
Antecedentes teóricos y 

experimentales

La búsqueda de modelos que representen el crecimiento tumoral, tanto des
de lo experimental como desde las simulaciones computacionales, ha atraído 
mucho interes por parte de científicos de diferentes areas. Un hecho impor
tante sobre el que se busca contribuir, es la clasificación de los patrones de 
crecimiento tumoral a traves de mecanismos genericos, a nivel de accion de 
las celulas individuales, tales como migración, division, adhesion, etc. Estas 
acciones responden a los efectos regulatorios moleculares intra e intercelulares. 
Los modelos pueden servir para identificar aquellas actividades celulares cuya 
modificación podría resultar en una inhibición del crecimiento multicelular e 
invasión tisular, y de este modo señalar posibles objetivos para ser atacados 
terapóeuticamente.

Uno de los trabajos pioneros en la aplicacióon de las bases matemaóticas 
de modelos estocasticos al estudio de sistemas biológicos, fue desarrollado 
por Vicsek y colaboradores en la decada de los 90. Aunque varios investiga
dores experimentales ya habían observado la naturaleza fractal de diferentes 
estructuras biológicas, como la vasculatura del corazón humano [71] y de la 
retina [72], la estructura del órbol bronquial [73] o del órbol dendrótico neuro- 
nal [74], es en este trabajo donde se aporta la primera evidencia experimental 
de la naturaleza auto-afón de sistemas biológicos en crecimiento [29]. Para tal 
fin se analizó el crecimiento de colonias de Escherichia coli y Bacillus subtilis 
formadas a partir de un hilo estóeril embebido en bacterias, colocado formando 
una lónea recta sobre un sustrato semisóolido de agarosa. En estos experimen
tos, en los que los microorganismos se encontraban en exceso de nutrientes, el

55
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proceso estocástico de multiplicación celular determinaba el desarrollo de la 
superficie de la colonia. De este modo se logro demostrar que el crecimiento de 
las colonias bacterianas se podía explicar por la teoría del escalado dinamico, 
es decir que la rugosidad de su contorno crecía siguiendo leyes de potencias, y 
que las colonias presentaban una morfología fractal, particularmente fractales 
autoafines, de dimension df =  1,22. El crecimiento de las colonias podía des
cribirse entonces segun el modelo de Eden, correspondiendo a la clase universal 
propuesta por Kardar, Parisi y Zhang (KPZ), destacandose que la formacion 
de colonias bacterianas constituye un fenomeno mucho mas complejo que cual
quier proceso realizado por simulaciones computacionales.

Teniendo consideracion que el crecimiento de colonias bacterianas podía 
ser explicado a traves del modelo de Eden, Bra y colaboradores se abocaron 
a analizar la naturaleza fractal y la dinamica de crecimiento de 15 líneas celu
lares en cultivo y de 16 tipos de tumores in vivo en la busqueda de un modelo 
universal para el desarrollo de tumores [30,75]. A diferencia del trabajo sobre 
las bacterias, se aplico directamente la tecnica de escalado dinímico a sistemas 
que crecían siguiendo una geometría radial. Los estudios realizados se basaron 
en el seguimiento diario de las colonias celulares mediante su registro fotografi- 
co. Los tumores estudiados, resecados de pacientes, fueron fijados con parafina 
y cortados con micrítomo a un espesor de 4 micrones. Ambos sistemas, in vi- 
tro e in vivo, presentaron geometría fractal autoafín de dimensiín df =  1,18 
invariante en el tiempo e independiente del tipo celular [30,75]. Tambien se 
observo que el radio de todas las colonias celulares estudiadas crecía siguiendo 
un regimen de velocidad constante, a diferencia de la cinetica gomperziana, 
ampliamente aceptada para describir el crecimiento de estos sistemas [76,77]. 
En cuanto a la dinamica de crecimiento se mostro que todas las líneas exhibían 
un exponente de crecimiento ¡3 =  0,38 y un exponente de rugosidad a =  1,5, 
de lo que se calculo el valor del exponente dinímico z =  4. Estos valores 
indicaban que la interfaz de las colonias era super-rugosa y que la dinamica 
de crecimiento correspondía a la clase universal MBE (Cuadro 2.1) [78]. Para 
el caso de los tumores estudiados, se obtuvieron los mismos valores para los 
exponentes de rugosidad, aunque no se calculo el resto de los exponentes por 
no ser sistemas que pudieran ser seguidos en el tiempo. Finalmente, se de
finieron las tres características que describían la dinamica de crecimiento de 
los sistemas estudiados: el crecimiento de las colonias a velocidad constante, 
la restriccion de la proliferaciín celular al borde de la colonia o tumor, y la 
difusion celular en la interfaz de crecimiento, es decir el movimiento celular 
a lo largo del borde de la colonia, específicamente hacia las entrantes de los 
contornos. Lejos de las descripciones hasta ese momento planteadas, se pro
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puso que la dinámica de crecimiento celular exhibe super-rugosidad (a >  1), 
como efecto de la difusión superficial, proceso que tendía a suavizar los bordes 
del tumor o de la colonia. La denominada super-rugosidad puede describirse a 
partir del concepto de escalado anómalo. Este tipo de escalado tiene su origen 
en el crecimiento inestable, donde se producen distribuciones no conservativas 
de la masa, llevando al desarrollo de superficies con la presencia de salientes 
laterales [79]. De este modo el crecimiento tumoral se podría pensar como una 
competencia por el espacio entre el tumor y el huesped, y la difusion celular 
en el borde como una estrategia óptima para minimizar la presion y ayudar 
al tumor a crecer. La dinamica de crecimiento tumoral se encontraría cons
treñida a la periferia, proponiendose que lo que ocurre en el mócleo del tumor 
tendría muy poca influencia, mientras que la difusion superficial de las celulas 
hacia las concavidades cobraría marcada importancia. Como consecuencia se 
propuso como estrategia para frenar el crecimiento tumoral el bloqueo de la 
difusion de las celulas de la interfaz hacia las entrantes [80,81]. Para ello se 
estudiaron dos fenomenos: el efecto de la presión ejercida por el sistema in
mune, a traves de la estimulación de los neutrofilos, que se ubicarían en las 
concavidades de la superficie tumoral; y el efecto directo de altas presiones at- 
mosfericas sobre tumores, buscando un cambio de la dinamica de crecimiento, 
para desacelerar o eventualmente detener el crecimiento tumoral. Estos efectos 
de frenado en la interfaz, o “pinning” , resultaban en un cambio de mecanismo 
en el desarrollo de la misma. La dinamica cambiaba entonces de MBE hasta 
otra mucho mas lenta como es la dinamica de EW-frenada (QEW), caracteri
zada por los exponentes de crecimiento ¡3 =  0,85 y de rugosidad a =  1,25. El 
efecto de modificar la dinamica de crecimiento de un sistema, haciendo que 
pase desde una clase universal a otra diferente, ha sido ampliamente aplicado a 
la caracterizacion de interfaces segun la teoría de escalado dinímico y se lo ha 
denominado tradicionalmente “pinning, refirándose al bloqueo del crecimiento 
de interfaces [21,24,82-85].

El trabajo de Brú y colaboradores propicio muchas y severas críticas. En 
primer lugar se sostuvo que el analisis de escalado dinamico era inconsisten
te [86], criticíndose fundamentalmente la aplicacion del escalado anomalo, ya 
que si se acepta la hipoítesis de la super-rugosidad, y con los exponentes corres
pondientes al MBE, la pendiente de la funcion de escalado para l > 1 
corresponde al valor de a =  1,5 [61], valor que no se obtiene de los gráficos 
mostrados en el trabajo analizado, y por lo tanto el colapso deja de ser au- 
toconsistente. Ademís, la evidencia experimental utilizada para confirmar el 
modelo propuesto, no es excluyente de la clase universal MBE.

Finalmente se propuso que la causa de las fallas en la aplicaciín e inter
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pretación del escalado dinámico se debía a los efectos de la geometría de los 
tumores, que no habóan sido debidamente considerados en el trabajo. Cuando 
el tamaño del sistema cambia con el tiempo, deberían tenerse en cuenta los 
efectos de dilatación, lo que explicaría los resultados obtenidos. Aunque habóa 
sido demostrado que sería posible la aplicación del escalado dinamico a sis
temas de geometría radial, pero que siguen una dinómica de tipo KPZ [70]. 
De cualquier modo, se arribó a la conclusión de que eran necesarios mayores 
estudios para determinar los valores correctos de los exponentes y obtener un 
colapso autoconsistente, proponiendose que los autores re-analizaran sus datos 
teniendo en cuenta estas observaciones, hecho que no ocurrióo.

El problema de la aplicación del escalado dinómico a sistemas que cambian 
de tamano con el tiempo fue estudiado en el caso del crecimiento in vitro de 
los callos de las plantas, tejidos indiferenciados que se desarrollan alrededor 
de una injuria o corte sobre la superficie de una planta [87]. En este caso se 
busco caracterizar las propiedades morfologicas y dinamicas de la evolución de 
estos sistemas parecidos a tumores a traves del seguimiento fotográfico diario 
de los callos. Se demostró que estos tejidos presentan una estructura autoafón 
con una dimension fractal df =  1,18 ±  0,02, independientemente del tiempo 
y de la especie estudiada, que en este trabajo fueron dos. Por otra parte, el 
anaólisis por escalado dinaómico del sistema presenta dos caracterósticas princi
pales, la primera de ellas es la compleja geometría del sistema, de tipo radial 
pero con efectos de borde importantes, y la segunda es que el tamaño del 
sistema cambia en el tiempo. En base a esta geometróa, realizaron el cambio 
de variables de óangulo-radio a arco-radio, pero teniendo en cuenta que el cre
cimiento del sistema no es isotropico. Se propuso la utilizacion de un factor a 
para la corrección de la geometría del sistema, encontrando valores de a entre
0.07 y 0.25, siento a =  1 el caso extremo de geometría circular. Con estas 
correcciones se calcularon los exponentes críticos a =  0,86 y z =  5, para lo 
cual una nueva clase universal debería ser definida.

En base a las dificultades halladas para el anaólisis de sistemas de geometróa 
radial, tres anos mas tarde se realizo un analisis teorico exhaustivo sobre la 
aplicacion del escalado dinamico a sistemas de tamaño creciente, donde la 
geometría circular representa el caso extremo [88]. En particular se analizo el 
modelo de Eden, perteneciente a la clase universal KPZ, que representa el 
paradigma como modelo discreto del crecimiento de agregados compactos, 
característicos de las colonias celulares [28]. En este marco se desarrolló un 
modelo en el que se estudia un sistema de geometría lineal, de tamaño L0 
al que se impone que evolucione siguiendo una ley de tipo: L =  L0 x ha, 
donde a es el paróametro de control, llamado exponente de tamanño del sistema,
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desarrollando así un nexo entre la geometría lineal fija, tradicional del escalado 
dinámico, y la geometría radial [87]. El sistema lineal estandar corresponde 
al caso en que a =  0, mientras que el caso particular de crecimiento circular 
corresponde al un valor de a =  1. Se llegó así a la conclusión de que cuando 
el valor de a <  1/z, es decir menor a 0,667, los sistemas seguirían las leyes de 
potencias correspondientes al modelo propuesto y colapsarían perfectamente 
con los exponentes de KPZ, es decir a =  0,5; 3 =  0,33 y z =  1,5. En cambio, 
para valores de a >  1 /z ,la  funcion de escalado seguiría el comportamiento de 
una unica ley de potencias, dejando el colapso de la funcion global de escalado 
sin sentido. Esto se entiende si el sistema crece a mayor velocidad que la 
funcion de correlacion. La conclusion final es que el comportamiento dinímico 
de la rugosidad en sistemas que incrementan su tamaño, como en el caso de 
Brí, no podría ser explicado dentro de las hipotesis clasicas de Family-Vicsek, 
como debería serlo para el modelo de Eden.

Otros autores del area teírica aceptaron la clase universal MBE como un 
modelo posible para describir el crecimiento tumoral, pero criticaron fuerte
mente el hecho de que es un modelo desarrollado para sistemas de geometría 
lineal, de tamaño fijo, y que no es al menos “trivial” su adaptacion a sistemas 
de tamano creciente [89,90]. Con el fin de derivar una ecuacion, a partir de 
la propia ecuacioín continua que describe al MBE, pero adaptada a la geo
metría radial, se llevo a cabo un desarrollo puramente matematico, de base 
estocastica, contenido en el marco del escalado anomalo. Concretamente, to
mando como base los datos experimentales aportados por Bra, se derivo la 
ecuacion de crecimiento tumoral conteniendo la física del MBE en una geo
metría apropiada. Así, se logro adaptar la ecuacion a las coordenadas polares, 
basandose en angulos, para independizarse de los incrementos de tamano del 
sistema. De esta forma, se logrí adecuar las ecuaciones de MBE y QEW a la 
geometría tumoral. Sin embargo, se resalta el hecho de que todos estos mode
los, los originales y los nuevos aportes, se basan exclusivamente en superficies 
que no presentan salientes laterales, algo estrictamente teíorico, y se remar
ca que deberían realizarse mías estudios, ya que estos no tienen sentido si se 
intentan aplicar a superficies con salientes.

Paralelamente, muchos autores presentaron estudios realizados como si
mulaciones y modelado computacional. La base de esta nueva forma teorico- 
experimental de trabajo se fundamenta de la siguiente manera. Se sabe que 
muchos procesos que ocurren a escala subcelular actían cooperativamente ob- 
teniendose así un efecto resultante sobre algunos parametros de crecimiento, 
tanto a nivel celular como a nivel multicelular. Muchos de estos parametros, 
como la rigidez celular, el tiempo de duplicacioín celular, la motilidad, la adhe
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sión célula-célula y célula-sustrato, no pueden ser modificados directamente, 
y las modificaciones en una propiedad generalmente resulta en la modifica
ción de otras propiedades al mismo tiempo. Este problema requiere así de 
metodos complementarios que puedan manejar este grado de complejidad. En 
este punto son muy utiles las simulaciones de crecimiento celular. En ellas es 
posible proponer ciertas reglas basadas en datos experimentales, e ir modi- 
ficandolas de a una para evaluar los resultados. La ventaja de estos modelos 
es que abren la posibilidad de estudiar hipotesis que fueron derivadas de ex
perimentos biológicos, libres de influencias desconocidas o no controladas.

Un grupo de trabajo que ha aportado fuertemente en esta dirección es el de 
Drasdo. En el, se propone un modelo de simulacion basado en la celula como 
unidad individual (single-cell-based mathematical model), utilizando repre
sentaciones explícitas de las celulas individuales para modelar la organizacion 
multicelular. Se distinguen dos clases de modelos. La primera corresponde a 
los modelos de autómata celular donde cada celula ocupa uno o mas lugares 
dentro de una retícula. La otra clase consiste en modelos sin retícula (off- 
latice), donde las celulas son modeladas como partículas esfericas, elipsoides 
deformables o polígonos de Voronoi (Fig. 3.1) [91,92].

Resulta muy interesante la comparacion propuesta entre el crecimiento de 
monocapas tumorales y esferoides, en el contexto del modelo de la celula como 
unidad individual, con enfasis en el rol de los nutrientes, las fuerzas biomecani- 
cas accionando sobre las celulas, y las propiedades cineticas de las mismas [94]. 
El modelo se basa en cóelulas esfóericas, tomadas como elementos elóasticos, de 
compresibilidad y deformabilidad limitada, capaces de realizar migracióon, cre
cimiento y divisióon. Se propone que dependiendo de la distancia intercelular, 
las celulas pueden atraerse e interactuar a traves de uniones adherentes, o pue
den efectuar interacciones repulsivas. Se establece que el ciclo celular quedaría 
influenciado por la presencia de nutrientes y el stress al que estaó sometida 
la cóelula, y se propone que el crecimiento de las colonias comenzaróa siendo 
exponencial para luego proseguir en forma subexponencial.

En la misma lónea de trabajo se realizóo un nuevo anaólisis de la organizacióon 
temporal de los sistemas multicelulares [95], proponiendose 3 mecanismos de 
control: (i) las celulas que se encuentran comprimidas detienen su prolifera- 
cion si su volumen disminuye por debajo de un valor umbral, lo que puede 
considerarse como un modelo de inhibicion por contacto; (ii) las celulas que 
pierden contacto con el sustrato dejan de dividirse, lo que corresponderóa a la 
proliferacion dependiente de anclaje; y (iii) las celulas que pierden contacto 
con el sustrato mueren luego de cierto tiempo, lo que corresponde a la apop- 
tosis anclaje-dependiente o anoikis. En líneas generales, a medida que se van
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Figura 3.1: Polígonos de Voronoi: sobre la base de una retícula cuadrada (blan
ca) se muestran los puntos de Voronoi (negro), distribuidos y conectados a 
traves de la triangulación de Delauny (lineas rojas). Se muestra el poligono de 
Voronoi (azul) correspondiente a la forma de una celula (blanco) [93].

perdiendo estas reglas, las colonias pasarían de monocapas ideales a formas 
de agregados tridimensionales. Se concluye que los patrones de crecimiento 
espacial de las poblaciones celulares se asocian al control y regulacion de me
canismos a nivel celular. Se resalta que la anoikis juega un rol fundamental 
en la formacion de las monocapas. De la evaluacion del modelo con celulas 
de diferentes morfologías, se concluye esta no tendría influencia sobre los re
sultados obtenidos. Es de remarcar que muchas de estas hipotesis, de division 
celular restringida y muerte, se basan en los datos experimentales aportados 
por Bru [30]. Sin embargo, en el presente trabajo de tesis se expondrá que 
este no es el caso para los experimentos mostrados, incluso siendo las mismas 
líneas celulares utilizadas por Bru.

Posteriormente se extendio el análisis basado en un modelo de autómata 
celular sobre retículas irregulares [64]. En este modelo bidimensional se pro
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pone un sistema de estructura teselar, es decir donde todas las unidades, o en 
este caso todas las celulas, encajan perfectamente sin dejar espacios vacíos, 
pero no exhiben una forma geometrica repetida, como por ejemplo círculos, 
rectangulos, polígonos, etc. Mas específicamente, se desarrollo una retícula 
sobre la que distribuyeron los puntos de Voronoi y se los conecto a traves 
de la triangulación de Delaunay 3.1. El modelo reproduce los hallazgos ex
perimentales de Bru de crecimiento en monocapa, pero como en el modelo 
de Eden, la dinamica de crecimiento crítica sugiere un comportamiento que 
responde al modelo de KPZ. Se estudia la relación entre el modelo bidimen- 
sional ya presentado en [64] y el correspondiente modelo tridimensional [93], 
ambos basados en celulas individuales como la unidad elemental del modelo, 
mostrándose en detalle la coincidencia de las propiedades basicas entre am
bos sistemas. Los modelos son comparados con hallazgos experimentales en 
monocapas (in vitro) bidimensionales y con tumores producidos en ratones a 
partir de la inoculacion de celulas NIH3T3. La simulaciín comienza por una 
semilla inicial que se va dividiendo segín un sorteo aleatorio entre las sucesi
vas celulas. La division celular consiste simplemente en modelar la duracion 
del ciclo celular y su distribuciín. Una regla importante que es impuesta en 
este modelo es que en el caso de que deba dividirse una celula que no presenta 
espacio libre a su alrededor, las restantes celulas son empujadas a lo largo 
del trayecto mías corto hasta el espacio vacío mas cercano, de modo tal que se 
produce un espacio libre adyacente para las celulas hijas. Pero esto solo ocurre 
permitiendo la division de esta celula, si existe al menos un espacio vacío a 
una distancia menor que un cierto AL, o longitud de proliferacion, desde la 
celula en divisiín. Los autores proponen que dado un radio inicial de la colo
nia o tumor, menor a la longitud de proliferacion, al principio se observa un 
tipo de crecimiento difusional, que responde a R x  t1/2 (fase I), seguido por 
una fase exponencial (fase II). La duracion de la fase I depende del coeficiente 
de migraciín. En el caso extremo de migracion libre nula, la fase I no existe. 
La duraciín de la fase II depende del valor del AL. En el límite asintítico 
el crecimiento se hace lineal, alcanzando una velocidad constate v (fase III). 
La explicacion analítica es bastante simple, y se encuentra desarrollada en la 
secciín 5.2.

Simultáneamente, se utilizo un modelo matematico para estudiar la in
fluencia de la adhesion celular regulada por E-caderinas y ¡3-cateninas sobre 
la migracion, la transiciín epitelio-mesenquimatosa y la invasiín celular [43]. 
Se estudiaron los posibles efectos de la regulacion positiva de la forma solu
ble de la 3 -catenina, que estaría regulando negativamente la adhesion celular 
durante la transicion epitelio-mesenquimatosa. Dado que una masa tumoral
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en crecimiento requiere que algunas células de despeguen, ya sea por señales 
internas o por fuerzas físicas, para disminuir el estrés y para continuar la pro
liferación, se muestra aquí que la distribucion de 3 -catenina es diferente en el 
interior y en el exterior tumoral. Las celulas de la periferia presentarían mayor 
concentracion de 3 -catenina nuclear, mientras que en el centro del tumor las 
celulas regularían negativamente la concentración intracelular de 3 -catenina. 
Así, las celulas de la periferia estarían perdiendo parte de sus uniones in
tercelulares por E-caderina, regulando positivamente la 3-catenina soluble y 
realzando de este modo la probabilidad de migraciín e invasion. Estos ha
llazgos sugieren que la invasion puede ser un proceso gradual producido por 
diferentes capas de celulas que se alejan del tumor primario. Es interesante 
remarcar que en este trabajo de tesis se muestra que en todas las experiencias 
realizadas algunas cíelulas de la periferia presentan un proceso gradual de ale
jamiento de la colonia, formando nuevos agregados que terminan coalesciendo 
con la colonia madre.





Capítulo 4
Materiales y métodos

4.1. Preparación de células y colonias
Para el presente trabajo de tesis se utilizaron células de las líneas Vero 

(pasajes 165-180) y HeLa (pasajes 40-55), las cuales fueron provistas por el 
laboratorio de Virología de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad 
Nacional de Buenos Aires (UBA).

Las líneas se preservaron en nitrógeno líquido a -195, 8°C en ampollas 
conteniendo medio de cultivo con glicerina. Una vez descongeladas fueron co
locadas en botellas de 25 ml conteniendo medio de crecimiento RPMI 1640 
(Roswell Park Memorial Institute) enriquecido con suero fetal bovino (SFB) 
10% p/v, gentamicina 0,05% p /v  y NaHCÜ3 2% p/v, cambiandose la mitad 
del medio cada 48 horas. Las botellas fueron mantenidas en estufa de cultivo 
en condiciones estóndar: 37° C de temperatura y atmosfera con 5% de CO2 
y 95 % de humedad. Cada ampolla descongelada fue mantenida a lo largo de 
10-15 pasajes para evitar modificaciones geneticas, por mutaciones acumu
ladas, que pudieran afectar los resultados. Cada repique celular se mantuvo 
hasta alcanzar el 80 % de confluencia. Una vez alcanzada esta condición, se 
realizó la proteolisis enzimótica de las uniones celulares con tripsina, la dilu- 
cion pertinente y la resiembra en una nueva botella.

4.1.1. Formación de colonias con frente lineal
Para la preparacion de las colonias con frente lineal de crecimiento se utili

zaron dos tecnicas diferentes, las cuales ofrecen distintas condiciones iniciales 
de concentracion celular en la interfaz, permitiendo entonces estudiar el po-
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(a) Se coloca el vidrio

(b) Se siembran las células

(c) Se resiembra la colonia

Figura 4.1: Frentes lineales de crecimiento. Procedimiento I:a) se coloca un 
vidrio rectangular esteril en una capsula de Petri, b) posteriormente se siem
bran las celulas en suspensión y se las deja proliferar. c) Una vez alcanzada la 
confluencia celular, se retira el vidrio cargado con las celulas y se lo resiembra 
en una nueva cópsula de Petri, con medio de cultivo nuevo.

sible efecto de la distribucioón celular inicial sobre la dinaómica de crecimiento 
de las colonias.

El procedimiento I consiste en la utilización de vidrios esteriles, rectangu
lares, de 20 x 5 mm2 de superficie y 100 ^m de espesor, obtenidos a partir 
de cortes de vidrios cubreobjetos. Los vidrios esteriles fueron colocados en 
capsulas de Petri de 30 mm de diametro y sobre ellos se sembraron dos mi
lilitros de celulas desagregadas a una concentración de 3000-5000 celulas por 
ml de medio enriquecido [Fig. 4.1 (a) y (b)]. Cuando las celulas alcanzaron 
la confluencia sobre el vidrio, este se retiro cuidadosamente y se coloco en 
una segunda capsula de Petri con medio de cultivo nuevo (procedimiento Ia), 
dejando a la colonia crecer desde los bordes del vidrio hacia el fondo de la 
capsula [Fig. 4.1 (c)]. De esta forma se originaron dos frentes lineales para el 
crecimiento de la colonia en la direccion perpendicular. Alternativamente, en
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algunos experimentos el vidrio confluente fue colocado con la parte superior, 
cubierta por celulas, hacia abajo en la nueva capsula de Petri (procedimiento 
Ib), de modo tal que la colonia continuara creciendo desde un frente localizado 
al mismo nivel que el fondo de la capsula.

El procedimiento II consistió en realizar la siembra en condiciones de con
centración celular similares pero utilizando cápsulas de Petri con la region 
central de la capsula enmascarada con una cinta de Teflon de 2,2 cm de ancho 
y 100 ^m de espesor [Fig. 4.2 (a)]. Esta mascara de Teflon, inerte respecto a 
las celulas, impide que estas se adhieran a su superficie de forma tal que el 
cultivo crece unicamente en las zonas libres. Luego de alcanzada la confluencia 
del cultivo en la regiáon libre, se retiroá cuidadosamente la máascara de Teflon 
para formar dos frentes lineales de crecimiento de ancho L [Fig. 4.2 (b)], de 
manera tal de posibilitar que las colonias crecieran en direcciones opuestas y 
perpendicular al frente lineal libre [Fig. 4.2 (c)].

En general se observoá la existencia de un tiempo de retraso, habitualmente 
llamado tiempo lag, previo a la observacion del inicio del desplazamiento de 
los frentes de crecimiento formados. Para los procedimientos Ib y II el tiempo 
lag resultáo de aproximadamente 2 horas, mientras que para las colonias sem
bradas segán el procedimiento Ia, dicho tiempo resulto de aproximadamente 
48-72 horas, presumiblemente el tiempo promedio que tardan las celulas en 
descender del vidrio hasta el fondo de la capsula de Petri.

Con ambas tecnicas se consiguieron frentes lineales de crecimiento que se 
propagaban unicamente en la direccion perpendicular al mismo. Es importante 
remarcar que el ancho del frente de la colonia (L) juega un papel fundamental 
en la dinaámica de crecimiento de la interfaz dado que para valores suficiente
mente pequeños (L < 1 mm) la colonia tiende a crecer radialmente, tal como 
las colonias lo hacen naturalmente a partir de una siembra puntual.

4.1.1.1. Colonias de frentes lineales en presencia de metil celulosa

Una variante de la tecnica II es la utilizacion de metil celulosa para la 
preparaciáon de colonias de frentes lineales creciendo en un medio viscoso.

La metil celulosa es un polímero hirosoluble que no afecta la viabilidad 
celular. La preparaciáon del medio de cultivo con metil celulosa se realizáo de 
la siguiente manera: en una primera etapa se disolvio la metil celulosa de 
peso molecular «  1400 (Sigma Aldrich, námero de catalogo M7027) en agua 
al 5%, alcanzando una viscosidad de 250 cps, correspondiente a la maxima 
concentracioán que se puede alcanzar manteniendo la solubilidad de la mezcla. 
Es importante mencionar que este polímero es apto para cultivos celulares.
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(a) Se coloca la cinta de Teflon

(b) Se siembran las células

(c) Se retira la cinta de Teflon

Figura 4.2: Frentes lineales de crecimiento. Procedimiento II: a) se enmascara 
la región central de una cápsula de Petri con una cinta de Teflon esteril, b) 
posteriormente se siembran las celulas en suspensián y se las deja proliferar. 
c) Una vez alcanzada la confluencia en la region libre de la capsula, se reti
ra la máascara cuidadosamente obteniáendose 2 frentes lineales de crecimiento 
enfrentados, separados por una distancia igual al ancho de la cinta utilizada.

En una segunda etapa se preparo el medio de cultivo RPMI 1640 al doble 
de su concentracion habitual (2X) y se lo enriquecio al 20% con SFB. Pos
teriormente se mezclaron en partes iguales la metil celulosa (en cada una de 
sus concentraciones) y el medio enriquecido. El nuevo medio de cultivo pre
sento finalmente una composicion de RPMI a concentracion habitual (1X), 
enriquecido con SFB al 10 % y metil celulosa al 1 % en un caso y al 2,5 % en 
el otro caso, con viscosidades finales de 5 y 25 centipoise respectivamente.

Las celulas fueron sembradas en capsulas de Petri cubiertas centralmente 
por la cinta de Teflon. En este paso, se utilizoá medio de cultivo RPMI enri
quecido con SFB al 10 % tal y como se utilizo para los otros experimentos. 
Posteriormente, al alcanzar las colonias la confluencia, la cinta de Teflon fue 
retirada y las colonias cubiertas con el medio de cultivo preparado con metil 
celulosa descipto anteriormente. Es importante remarcar, ya que tiene influen
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cia directa sobre los resultados obtenidos, que las células fueron sembradas en 
medio líquido y este medio fue reemplazado por la mezcla de medio de cultivo 
con metil celulosa una vez retirada la cinta de Teflon. Es decir que las colonias 
se formaron bajo las condiciones estandar, pero que la región sobre la cual las 
celulas continuaron su crecimiento se encontraba cubierta por metil celulosa 
(region de la que se retiro la cinta de Teflon) al momento ocuparla.

4.1.2. Formación de colonias con frente radial

Las colonias con geometría radial se prepararon tambien de acuerdo a dos 
procedimientos distintos. En el procedimiento I (colonias radiales tipo I) se 
sembraron celulas desagregadas a muy baja concentracion (aproximadamente 
500 celulas por ml), en capsulas de Petri de 30 mm de diámetro. Cuarenta y 
ocho horas mas tarde se seleccionaron al azar 5-6 colonias de cada capsula 
sembrada y se siguiá su evolucion en el tiempo. Este tipo de colonias mostro al 
principio una geometría muy irregular que progresivamente tendía a una for
ma cuasi-circular. Estos experimentos permitieron estudiar la dinamica de las 
colonias en etapas tempranas de crecimiento [Fig. 4.3 (a)].

Este tipo de siembra, en la cual las celulas se adhieren en forma aleatoria 
al fondo de la capsula de Petri, ánicamente permite hacer el seguimiento de 
las colonias durante un período de 7-8 días, ya que posteriormente todas las 
colonias comienzan a contactarse y el cultivo se vuelve confluente, perdiíendose 
los límites de cada colonia. En esta etapa de la evolucion comienzan a formarse 
crecimientos tridimensionales de forma hemiesferica de unos 250-300 ^m de 
radio (Fig.4.3 (b)).

En el procedimiento II, se dejaron crecer colonias de tipo I hasta la for- 
macion de los centros tridimensionales, los cuales se extrajeron mediante una 
micropipeta y se los transfirií a nuevas capsulas de Petri conteniendo medio 
de cultivo fresco [Fig.4.3 (c)]. Allí, luego de adherirse, comenzaron a formar 
una monocapa alrededor del borde del cumulo tridimensional sembrado. Estas 
colonias, denominadas tipo II, permitieron estudiar el crecimiento de colonias 
con frentes circulares de mayor tamano que las colonias de tipo I.

4.2. Coloración de colonias

Se realizaron diferentes tipos de marcaciones celulares con el fin de carac
terizar las poblaciones en estudio.



70 Capítulo 4. Materiales y  métodos

(a) Colonias de tipo I

(b) Agregado 3D en formación

(c) Colonias de tipo II

Figura 4.3: Frentes radiales de crecimiento. Procedimientos I y II: a) se siem
bran células a muy baja densidad y 48 hs mas tarde se seleccionan 5-6 co
lonias pequeñas para su seguimiento, b) si se deja crecer el cultivo descripto 
en (a) mas allá de alcanzado el 100 % de confluencia, se obtienen formaciones 
tridimensionales. c) Los agregados tridimensionales son removidos con una 
micropipeta y re-sembrados en una nueva capsula de Petri.

Test de exclusión de Tripan Blue: este test se utilizo rutinariamente pa
ra determinar la viabilidad celular, descartáandose aquellas poblaciones 
con viabilidad menor al 80%. Esta coloración se utilizo particularmente 
para el anáalisis de la viabilidad de las cáelulas gigantes multinucleadas.

Fijación y coloración con la tecnica de May-Grünwald Giemsa: la apli-
caciáon de esta táecnica aporta informacioán adicional que permite resaltar 
el citoplasma de cáelulas individuales, facilitando la detecciáon de cáelulas 
gigantes multinucleadas y de prolongaciones filopodicas. Esto permite 
reconocer las características morfologicas de las colonias facilitando el 
análisis estadístico de la distribucion de tamaños celulares y su relacion 
de diáametros. El protocolo consiste en preparar grupos de colonias y 
seleccionar diariamente un grupo de cuatro colonias al que se lo fija y
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colorea para su análisis.

Marcación celular de PCN A: esta técnica de marcación por inmunohis- 
toquímica del antígeno nuclear de proliferación celular PCNA permite 
distinguir las celulas que se encuentran en division. De esta forma se 
pudo evaluar la distribución espacial de las divisiones celulares para de
terminar la posible existencia de inhibicion por contacto. Para ello se 
prepararon colonias con frente radial, segón el procedimiento I, que fue
ron fijadas al sexto día de crecimiento con formaldehído al 4%, para 
ser marcadas 24 horas mas tarde por medio del antígeno anti-nuclear 
PCNA, y contracoloreadas con hematoxilina de Meyer.

Marcación celular con anticuerpos anti-vimentina: esta tecnica de mar- 
cacióon por inmunohistoquómica de los filamentos intermedios de vimen- 
tina es una herramienta que se utilizó para determinar el origen de las 
celulas, ya que este tipo de filamentos solo se encuentran presentes en 
cóelulas embrionarias o mesenquimóaticas.

4.3. Adquisición de imógenes
El seguimiento de los cultivos se realizó tomando fotografías diarias de las 

colonias, con una caómara digital Canon, acoplada a un microscopio invertido 
de contraste de fases Nikon TS100, con un objetivo de 10 x ADL de campo 
plano CFI. Debido a que el campo del objetivo del microscopio es mas angosto 
que el tamaño total de las colonias, se debieron tomar fotografías parciales, con 
una resolucion de 0.88 ^m / póxel, que luego se compaginaron hasta obtener la 
imagen completa de la colonia. Para las colonias circulares el nuómero de fotos 
necesarias por obtener una imagen completa vario entre 1 y 30, mientras que 
para las colonias de frente lineal el numero de fotografías oscilo entre 20 y 100, 
dependiendo del estado de crecimiento de la colonia.

El crecimiento de cada colonia fue seguido en el tiempo hasta que la misma 
hiciera contacto con alguna colonia vecina, hecho que ocurróa habitualmente 
luego de 5 a 10 dóas de crecimiento.

El trazado de los perfiles de los frentes de crecimiento se definióo conside
rando como parte del perfil a todas las celulas que, a traves de su citoplasma 
o de las prolongaciones filopódicas que podóan observarse, estaban en contacto 
con la colonia en estudio. Con el fin de controlar posibles errores en el trazado 
de los perfiles, se utilizaron comparativamente dos metodos: el tratamiento di
gital de las imagenes con un software desarrollado en el laboratorio en MatLab
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y el trazado manual sobre pantalla empleando una tableta gráfica digital Wa
com. Los resultados obtenidos a partir de ambos procedimientos mostraron 
un excelente acuerdo con una discrepancia del orden del 1 %.

4.3.1. Seguimiento in  situ  del crecimiento celular
Se realizaron cultivos celulares in situ para analizar cambios locales de 

los frentes de crecimiento con el objeto de: i) determinar si durante el creci
miento de las colonias aparecían procesos de relajación con difusión celular; 
ii) observar las regiones donde se producían las divisiones celulares; iii) ob
servar si había divisiones celulares incompletas o, por el contrario, fusiones 
celulares; iv) cualquier otra características que necesitara del seguimiento in
dividual de celulas dentro de la colonia. Para ello se utilizaron colonias con 
frente lineal de crecimiento (según el procedimiento I) y colonias con frente 
radial de crecimiento (colonias de tipo I). Estos cultivos, luego de dos días 
de crecimiento en la estufa de cultivo, se colocaron en una camara acrílica 
cilindrica construida ad-hoc. Esta camara, hermetica, transparente, termosta- 
tizada a 37° C por un sistema de circulacion externa, y enriquecida con una 
atmosfera interna controlada de una mezcla de aire y 5 % CO2 y humedad del 
95%, permitio reproducir las condiciones de incubacion estándar (Fig. 4.4), 
mientras permanecía colocada en el microscopio para poder tomar imíagenes 
de crecimiento de las colonias cada 10 minutos, durante períodos de 72 horas, 
y realizar el seguimiento individual de las celulas.

4.3.2. Análisis por microscopía de fuerzas atómicas
La microscopía de fuerzas atómicas (AFM) es un técnica que permite anali

zar la superficie celular a gran escala. Dadas las características del microscopio 
utilizado, se prepararon muestras de cultivos celulares, sobre portaobjetos cir
culares de 1 cm de diametro y se fijaron y colorearon con la técnica de May- 
Griinwald Giemsa. La técnica de AFM permite obtener imagenes con gran 
amplificacion, que aportan datos sobre la estructura de filopodios y microve- 
llosidades, el espacio intercelular, la presencia de uno o mas mícleos dentro de 
una misma celula, etc.

Para estas medidas se utilizí un microscopio NanoScope Illa (Digital Ins
truments, Santa Barbara, California), que opera en aire a temperatura am
biente en modo de contacto, empleando un cantilever de nitruro de silicio 
con una constante de resorte de 0.06 N m-1 . En el Apendice III se describen 
brevemente los fundamentos y modo de operacion de este microscopio.
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Figura 4.4: Esquema del sistema experimental utilizado para realizar medicio
nes in situ. El microscopio se encuentra representado como una C que envuelve 
e ilumina a la celda. Esta última, se esquematiza con una capsula de Petri en 
su interior, y se simboliza el aporte de aire enriquecido al 5 % con CO2 y la 
termostatizaciún del sistema a 37°C.

4.4. Análisis y procesamiento de datos

4.4.1. Morfología y distribución celular
El anúlisis de distribución morfológica de las celulas se realizo a partir del 

trazado de los contornos de las celulas y la posterior binarizacion de las image- 
nes. Para ello se utilizaron principalmente las colonias fijadas y coloreadas con 
la tecnica de May-Grünwald Giemsa. Posteriormente se analizaron las areas, 
el diametros promedio y la relacion de diametros de las celulas en la colonia 
y su distribuciúon temporal y espacial.

4.4.2. Analisis de los frentes de crecimiento
El anúlisis de los contornos trazados a partir de las imúgenes de las colonias 

se realizúo luego de binarizar los perfiles y procesarlos mediante un programa 
desarrollado en el laboratorio en lenguaje Fortran 95, con una interfaz gráfica 
ad-hoc. Este software fue especialmente diseñado para permitio calcular todos 
los parúametros asociados con la evoluciúon de los contornos de las colonias: la 
distancia de cada punto del contorno al centro de masa (colonias con frente 
circular) o al frente inicial de crecimiento (colonias con frente lineal), la ve-
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Figura 4.5: Vista parcial del frente de una colonia de células en la que se indica 
su altura promedio y rugosidad.

locidad promedio de desplazamiento del frente, la rugosidad del perfil de la 
colonia, la dimensión fractal (df) del contorno de la colonia y el analisis de 
Fourier del contorno.

De los perfiles de las colonias con frente lineal de crecimiento se calcularon 
la altura instantanea (h) en cada sitio i (i =  1, 2 , ,N ) del frente, la altura 
promedio (h) a tiempo t y la rugosidad global w(L, t), como el desvío estandar 
de las fluctuaciones de h alrededor de (h) (Fig. 4.5).

La rugosidad local w(l,t) se calculó como el desvío estándar de los puntos 
comprendidos dentro de región del frente de longitud l (l ^  L) para un tiempo 
de crecimiento determinado. Los valores de rugosidad w(L,t)  y w(l,t) fueron 
calculados para el rango 10 < l < L ^m.

Para el analisis de las colonias con frente radial de crecimiento se deter
mino el centro de masa de la colonia (C M ) y la distancia R  desde el C M  
hasta el punto i-esimo del frente (i =  1, 2,, N ). A partir de allí se calculó el 
radio promedio
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(R(t)) =  N  E  (4-1)
i

y la velocidad promedio de desplazamiento

<v(í)) =  (4.2)

En este caso, el análisis de escalado dinamico se realizo luego de transfor
mar el sistema de coordenadas del frente de angulo-radio a arco-radio [30,87], 
de modo tal que la localizacián de cada punto del frente quedara determinada 
por las coordenadas si y R , donde el arco si es medido a lo largo del círculo 
de radio (R) (Fig. 4.6).

Una vez linealizado el perfil, se calculo la rugosidad global w(L,t)  como el 
desvío estandar de las fluctuaciones de la distancia radial

w(L,t) E lR iM  -  (R(*))]2

1/2
(4-3)

donde L =  JU si. La rugosidad local w(s,t) se determino en función de 
arcos de longitudes s (10 < s < L) al tiempo t.

El análisis de Fourier de los perfiles de las colonias se realizá tanto para 
frentes lineales como para frentes radiales, en este último caso luego de la 
correspondiente transformacioán de coordenadas.

La dimensiáon fractal de los frentes de crecimiento fue determinada a partir 
del metodo del conteo de cajas (box counting method). El mismo consiste en 
trazar una cuadrícula sobre el perfil cuya dimension fractal se desea determi
nar, y contar el número de cajas, que para diferentes tamaños, son necesarias 
para contener plenamente el perfil del frente de crecimiento. En el presente 
caso se emplearon cuadrículas con divisiones de un tamano mínimo de 4 mi- 
crones hasta un maximo de 200 micrones, de modo tal que el lado de cada 
caja no excediera el valor de la rugosidad.

De acuerdo con la ecuacion 2.2

log N(l) a  - d f  log l (4.4)

donde l es el tamano de la cuadrícula, de la pendiente del gráfico logarítmi
co del nímero de cajas de lado l versus el logaritmo de l se obtuvo d f, para 
cada frente de colonia en estudio (Fig. 4.7).
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Figura 4.6: a) Contorno de una colonia de frente radial típica, de radio medio 
(R), medido con respecto al centro de masa de la colonia; b) contorno lineali- 
zado del perfil mostrado en (a), resultado de la transformación de coordenadas 
de angulo-radio a arco-radio

Un aspecto importante considerado en los calculos de rugosidad fue el he
cho que los frentes de las colonias presentan espontaneamente salientes ( “over- 
hangs” ), de forma tal que los contornos de las mismas presentan posiciones 
multivaluadas, esto es, para una misma posición sobre el eje x hay mas de un 
valor en y. Esto puede tener consecuencias en la aplicación de los modelos de 
crecimiento y sus ecuaciones al momento de tratar los datos experimentales. 
Esto se explica dado que los modelos han sido desarrollados a partir de una 
ecuacióon matemóatica que por definicióon excluye la posibilidad de que el borde 
de la colonia pueda tomar dos valores de altura o distancia para una misma 
posicion. Por ello, se determinaron los frentes de crecimiento de las colonias 
con salientes y sin salientes, para determinar hasta quóe punto la rugosidad del
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Figura 4.7: a) Esquema del perfil de una colonias graficado sobre una cuadrícu
la. En negro se marcan las cajas que contienen el contorno. b) Gráfico lo
garítmico del número de cajas versus el tamaño de las mismas

frente estaba influida por las mismas. Para obtener entonces el perfil sin “sa
lientes laterales” , de cada perfil experimental se tomú unicamente el maximo 
valor de h (o R) para cada sitio i (o arco s¿) (Fig. 4.8).

Todos los parametros calculados sobre los datos experimentales fueron re
calculados para los contornos monovaluados (datos corregidos) y comparados 
con los primeros. De este modo pudo determinarse el valor del ancho del frente 
a partir del cual la influencia de las salientes es príacticamente despreciable y 
los resultados se acercan al comportamiento del sistema real.

4.4.3. Determinación de los errores

La determinación de los errores se realizo por dos metodos:

■ cuadrados mínimos: calculando la mejor recta que ajusta un gráfico a 
partir de la mínima distancia promedio entre los puntos experimentales 
y la recta trazada [96].

■ aproximaciún teorica: calculando el error como la diferencia entre la 
pendiente teorica y la mejor pendiente que ajusta los datos experimen
tales [63].
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Figura 4.8: Corrección de la multivaluación. Se observa un perfil real experi
mental (línea continua) y el perfil monovaluado (línea punteada) obtenido a 
partir de la seleccion de los puntos máximos en los sectores en que existen dos 
alturas diferentes para una posicion determinada. Las flechas señalan algunos 
de los puntos de multivaluacioán

De los resultados obtenidos segán estos dos metodos, se eligio el valor de 
error más grande, de modo tal de evitar sobreestimaciones.
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Crecimiento de colonias de células

Vero

Las células Vero comprenden una línea celular conocida y ampliamente 
utilizada desde hace alrededor de 50 años, sin embargo aún permanecen algu
nas dudas sobre su origen. Así por ejemplo, se encuentra que en el catalogo 
del banco de celulas norteamericano (ATCC) figuran como celulas de origen 
epitelial, mientras que en el banco de celulas europeo (ECACC) son clasifica
das como celulas fibroblasticas [38,97]. La bibliografía existente tampoco es 
precisa, aunque algunos autores han propuesto un origen mesangial.

En base a la falta de datos concluyentes se realizo una marcación por in- 
munohistoquímica con el anticuerpo anti-vimentina, encontrándose claramen
te que las celulas Vero presentan filamentos intermedios de vimentina (Fig. 
5.1). Dado que estas celulas son originarias del rinon de mono Africano Verde 
adulto, se descarta un origen embrionario y se arriba a la conclusion de que 
estas celulas son de origen mesenquimatico.

5.1. Colonias con frente lineal

5.1.1. Evolución morfológica de las colonias
Los cultivos de celulas Vero, a pesar de provenir de un tejido originalmente 

normal, presentan características de anaplasia: puede observase pleomorfismo 
celular y nuclear. Algunas celulas llegan a ser gigantes y otras permanecen 
muy pequeñas, con nucleos que cubren el citoplasma casi completamente. Los 
nucleos son hipercromaticos, y la relacion micleoxitoplasma varía sorpren-

79
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Figura 5.1: Imágenes parciales de células de la línea Vero marcadas con el 
anticuerpo anti-vimentina y tomadas con distintos aumentos: a) 10x; b) 40x.

dentemente de una celula a la siguiente. La cromatina forma con frecuencia 
grumos groseros y pueden observarse grandes nucleolos. En líneas generales, 
la morfología de las colonias se caracteriza por un dominio tridimensional irre
gular, ubicado en el seno de la misma, que se continua como una monocapa 
de celulas con un frente de crecimiento rugoso que forma una interfaz con el 
medio de cultivo. La expansión del dominio bidimensional se produce esen
cialmente por duplicacioín celular, tanto en el seno de la colonia como en el 
frente, acompanada por cambios en el tamaño y la morfología celular, como 
se describe mías adelante.

En estadios iniciales de crecimiento, se observa que en general las colonias 
estón formadas por celulas de alrededor de 30 ^m de diómetro, de aspecto 
similar, de bordes redondeados y suaves, acomodadas en forma compacta, 
mostrando un aumento de la densidad celular desde el borde hacia el seno de 
la colonia, que se pone de manifiesto como regiones mas fuertemente coloreadas 
[Figs. 5.2 (a)].

Con el paso del tiempo, las diferencias entre la interfaz y el seno de la 
colonia se van haciendo mós marcadas [Fig. 5.2]. En el frente de la colonia 
comienzan a verse celulas mós grandes (gigantes) que incluso superan los 200 
^m de diametro (Fig. 5.3). Algunas de estas celulas poseen un solo micleo po- 
limorfico e hipercromatico muy grande, mientras que otras son polinucleadas. 
La presencia de celulas polinucleadas puede ser observada por microscopía
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t = 11865 min

v£*í¿:

t = 8640 min

t = 5670 min

Figura 5.2: Imágenes parciales de colonias de células Vero preparadas según 
el metodo de la cinta de teflon, fijadas y coloreadas a diferentes tiempos de 
crecimiento. Los perfiles de los frentes de crecimiento se encuentran resaltados 
con un trazo negro.

t = 2880 min

1000 Jim
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Área (mm2)

Figura 5.3: Histogramas que muestran la distribución de tamaños celulares en 
el borde de colonias fijadas y coloreadas a diferentes tiempos de crecimiento. 
En el eje las ordenadas se muestra el valor normalizado del número de celulas 
por el total de celulas analizadas.
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Figura 5.4: Imágenes parciales de células Vero tomadas con el microscopio de 
fuerzas atómicas (AFM). a) Celula binucleada: las flechas negras indican la 
presencia de los dos núcleos dentro del citoplasma de una unica celula. A la 
derecha se observa un largo filopodio que conecta dos celulas (flecha blanca). 
b) Imagen a mayor aumento donde se resalta la presencia del filopodio

optica y por microscopía de fuerzas atómicas como se destaca en la figura 5.4 
(a).

Estas celulas pueden formarse por fusion entre celulas vecinas o tambien 
pueden formarse por divisiones incompletas en las que se produciría la du- 
plicaciún nuclear, con aumento del citoplasma, sin que ocurra la citocinesis, 
como puede demostrarse con el seguimiento de las colonias in situ (Fig. 5.5). 
Estas celulas, independientemente del mecanismo de formacion, permanecen 
temporalmente multinucleadas, hasta que se particionan en varias celulas hijas 
o mueren luego de varios días. Tambien se observa la formacion de prolonga
ciones filopodicas y la aparicion de espacios vacíos entre celulas, indicando 
que el crecimiento de la colonia se esta desarrollando en multiples direccio
nes [Figs. 5.6 (a) y 5.4 (b)]. Las celulas de la interfaz adquieren diferentes 
conformaciones, circulares, elípticas, estrelladas, filiformes, de contornos sua
ves o angulares [Fig. 5.6 (a)]. Los histogramas que se muestran en la figura
5.3, realizados sobre celulas pertenecientes al borde de la colonia, muestran 
un ensanchamiento progresivo de la distribucion de tamaños celulares, repre
sentando en forma cuantitativa lo que se observa de las imagenes. Todo esto
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Figura 5.5: Imágenes a diferentes tiempos de colonias de células Vero seguidas 
in situ.. a) Se observa la presencia de dos celulas inicialmente diferentes que 
se fusionan en un sola; b) las imagenes muestran una división incompleta de 
una única celula que se convierte en binucleada.
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Figura 5.6: Imágenes de frentes de colonias celulares en la etapa final del expe
rimento que muestran: en (a) el inminente contacto entre la colonia principal 
y la colonia secundaria mas pequena (senalada con una flecha) y en (b) el 
entramado celular complejo, formado principalmente por prolongaciones fi- 
lopodicas, algunas de ellas indicadas mediante flechas.

conlleva a una disminución de la densidad celular en esta región. Por el con
trario, en el seno de la colonia la densidad celular va aumentando debido a 
que este tipo de cóelulas carece de inhibicioón por contacto, al menos comple
ta [98]. Debido a la compresión lateral, las celulas se van haciendo cada vez 
mós pequenas hasta alcanzar diametros de alrededor de 15 ^m, aunque en las 
regiones donde estóan muy comprimidas o creciendo en forma tridimensional, 
resulta imposible medir sus tamanos.
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Finalmente, para tiempos muy prolongados, la morfología del frente se 
distorsiona debido a la separación de celulas de la colonia original y a la for
mación de redes muy complejas entre las prolongaciones filopodicas Figs. 5.4 
(b) y 5.6]. Estas celulas, separadas del frente de la colonia, tienden a formar 
colonias circulares aisladas a una cierta distancia de la colonia principal. A 
medida que esta ultima crece, puede eventualmente alcanzar esas nuevas colo
nias e incorporarlas, poniendo final al experimento dado que la definicion del 
perfil de la colonia se hace incierta.

5.1.2. Análisis de los frentes lineales de crecimiento.
La aplicación de escalado dinamico, al menos en el marco de las clases 

universales que podrían regir el crecimiento de una colonia celular, implica 
necesariamente que el desplazamiento del frente responda a un movimiento 
uniforme, es decir que la altura de la colonia aumente linealmente con el 
tiempo, a una velocidad promedio constante ((v) =  v0). Para asegurarnos de 
estar en tales condiciones de crecimiento lineal, se analizóo en primer lugar el 
desplazamiento de los frentes.

A modo de breve repaso, la velocidad se define como la relacióon existente 
entre el desplazamiento ocurrido y el tiempo en que se ha producido el suceso

(v) =  ('51)

donde (h) es la altura promedio de la colonia.
Para los frentes lineales de crecimiento de las celulas Vero (Fig. 5.7), in

dependientemente del procedimiento de cultivo empleado, se observa que la 
velocidad de desplazamiento es constante, es decir que el frente del sistema 
se desplaza distancias iguales a intervalos iguales de tiempo. En la figura 5.8 
se muestran los resultados obtenidos a partir de colonias de frentes lineales 
preparadas segón el procedimiento I, donde las celulas son sembradas sobre 
vidrios, y segón el procedimiento II, donde se aplica una cinta de Teflon central 
como molde. De los gráficos se desprende que los comportamientos de ambos 
tipos de colonias son similares.

Otro aspecto que debe satisfacerse para poder aplicar la tecnica de escalado 
dinamico, es que la colonias exhiban una morfología fractal, para lo cual se 
determino la dimensión fractal utilizando el metodo del conteo de cajas como 
se muestra en la figura 5.9. Teniendo en cuenta el ancho del frente y los 
valores de rugosidad que representan las protrusiones y valles del frente, se 
calculo el valor de la dimension fractal para un tamaño de cajas de 10 a 200
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Figura 5.7: Contornos del frente de crecimiento de una colonia de células Vero, 
preparada según el procedimiento I (a).

^m, obteniendose un valor de df =  1,25±0,05 , independientemente del tiempo 
y del procedimiento experimental utilizado.

Una vez confirmadas la linealidad de la cinetica de desplazamiento y la 
característica fractal del sistema en estudio, es posible avanzar en la aplicaciún 
del escalado dinúmico. Para el calculo de los exponentes críticos se graficaron 
en primer lugar los datos del logaritmo de la rugosidad versus el logaritmo del 
tiempo, en el intervalo de tiempo que va de 200 a 15000 minutos [Fig. 5.10]. 
Del ajuste lineal se obtuvo una pendiente de 0,33 ±  0,02, que de acuerdo a 
la ecuación 2.8 corresponde al exponente de crecimiento ¡3. Puede observarse 
que los datos de la rugosidad no muestran una regiúon de saturaciúon.

Por otra parte, del grúafico logarútmico de la rugosidad de los frentes versus 
la fraccion del frente (l) se obtienen curvas sigmoideas [Fig. 5.11]. De estas 
curvas no es posible determinar un valor del coeficiente de rugosidad a.

A partir de estos datos podría concluirse que la dinamica de crecimiento 
de las colonias producidas segun los procedimientos I y II son identicas, con la 
uúnica diferencia de que las primeras parten de valores absolutos de rugosidad 
menores que las segundas. Esto puede deberse a que en un caso las celulas 
deben descender unos 100 ^m, cada una a su velocidad, para comenzar a
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Figura 5.8: Variación de la altura media de los perfiles con el tiempo de creci
miento: a)datos obtenidos según el procedimiento I; b) según el procedimiento 
II. Cada col or corresponde a un experimento diferente.
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Figura 5.9: Dimensión fractal del frente de una colonia, calculada según el 
método del conteo de cajas a diferentes tiempos.

expandir la colonia (procedimiento I), mientras que las otras se encuentran 
contenidas por un molde hasta el tiempo inicial en que se lo retira y la colonia 
reanuda su crecimiento (procedimiento II).

Ahora bien, cuando se corrigen los perfiles experimentales, de modo tal de 
transformar el perfil con salientes laterales en uno sin ellas, o monovaluado, 
se observa en primer lugar que las curvas de rugosidad en el tiempo no sufren 
ninguna modificacioún significativa, y la pendiente continuúa siendo la misma 
(Fig.5.10). Sin embargo, la comparacion de las curvas de rugosidad versus la 
fraccion l del frente, que resultan de la superposicion de los datos experimen
tales y de los datos corregidos, muestra que son coincidentes para valores de 
l que superan un cierto valor crítico lc (Fig. 5.12). Este valor crítico, que se 
incrementa con el tiempo, determina el ancho de la colonia a partir del cual la 
dinúamica se vuelve prúacticamente insensible a la presencia de salientes latera
les. Lo opuesto ocurre para l < lc. Por lo tanto, la influencia de las salientes 
sobre la rugosidad del frente completo de la colonia disminuye a medida que 
el tamaño del frente considerado aumenta, y la rugosidad de los frentes expe-
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Figura 5.10: Variación de la rugosidad con el tiempo de crecimiento de los da
tos experimentales y de los datos corregidos de colonias preparadas según los 
procedimientos I (a) y II (b). Se observa el solapamiento entre los datos expe
rimentales originales y los datos corregidos, para ambos procedimientos. Los 
datos corresponden al valor promediado de todos los experimentos realizados.
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Figura 5.11: Curvas de rugosidad versus la fracción del frente según los proce
dimientos I (a) y II (b). La flecha indica el sentido de la evolución temporal.
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rimentales y corregidos de la colonia se superponen y tienden al mismo valor. 
El corrimiento de esta longitud crítica con el tiempo puede ser adjudicado al 
incremento en la densidad de salientes a medida que la rugosidad aumenta 
con el tiempo.

Las curvas que resultan de los datos corregidos muestran un crecimiento 
lineal inicial, en el rango del tamaño del frente que va de 10 a 100 ^m, que 
aumenta con una pendiente de 0,85, independientemente del tiempo y del tipo 
de procedimiento experimental (Fig. 5.12). De acuerdo con la ecuación 2.9 
esta pendiente correspondería a un exponente de rugosidad a. Este exponente 
de rugosidad, relacionado con l < lc, podría asociarse a las deformaciones 
celulares, que se espera que fluctúen a frecuencias mas altas, con ciclos de 
duracion menor que el ciclo celular.

Para valores de l > lc, es decir para frentes del orden del dominio de la 
colonia y no de la membrana celular, el gráfico muestra una curva suave que 
tiende a un valor límite de rugosidad. Esta tendencia confirma que la rugosidad 
del frente de crecimiento de la colonia no alcanza la saturaciún durante el 
tiempo de la experiencia. Sin embargo, para frentes de tamaños que van de 
150 a 1100 ^m, la curva tiende a presentar una pendiente muy proxima a 
0.5 a medida que el tiempo avanza, independientemente del procedimiento 
experimental empleado (Fig. 5.12).

El solapamiento de las curvas de rugosidad para diferentes tamanños del 
frente permiten entones concluir que es posible aplicar correctamente la tíecnica 
de escalado dinamico a los perfiles de colonias de frentes lineales dentro del 
rango del dominio de la colonia (l > 100 ^m).

Para confirmar este valor del exponente de rugosidad, se lo evaluo com
plementariamente a partir del factor de estructura puesto que, de acuerdo a 
las ecuaciones 2.22 y 2.24, de la dependencia del factor de estructura S con la 
frecuencia se obtiene el exponente de rugosidad a.

Los gráficos logarítmicos del factor de estructura para los perfiles corregidos 
de diferentes colonias resultan bastante ruidosos, como es habitual encontrar 
en gráficos de este tipo [30]. Sin embargo, se observa claramente que el factor 
de estructura en el rango de frecuencias que va de 0.02 a 1 decrece con una 
pendiente cercana a -2 ,  correspondiente a un valor de a =  0,50 ±  0, 05, 
independientemente del tiempo y del procedimiento experimental (Fig. 5.13).

A pesar del ruido propio del sistema, se puede observar que no hay mayor 
desplazamiento del espectro como sería de esperar si existiese algún efecto de 
escalado anomalo [61].

Para corroborar la validez de los exponentes calculados se procedioí a la nor- 
malizacion de los datos segun las ecuaciones 2.12 y 2.22 y la figura 2.12. Como
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Figura 5.12: Comparación de las curvas de rugosidad en función del tamaño del 
frente. Datos experimentales (símbolos negros) y corregidos (símbolos rojos). 
Los datos corresponden a los procedimientos I [figuras (a) y (b)] y II [figuras (c) 
y (d)]. A cada tiempo se indica el valor de la longitud crótica, lc. Se observa que 
para tamaños del frente mayores a la longitud crótica, los datos experimentales 
y los datos corregidos tienden a solaparse.
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k

Figura 5.13: Variación del factor de estructura, S (k ,t ) con la frecuencia k, 
para frentes de colonias Vero formadas según los procedimientos I(a) y II (b). 
Para mayor claridad solo se muestra el espectro de Fourier de algunas etapas 
de crecimiento de las colonias. Las líneas rectas presentan una pendiente de 
— 2 correspondiente a un valor de a =  0,5.
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Figura 5.14: Colapsos de las curvas de rugosidad y de factor de estructura 
según las relaciones de escalado de Family-Vicsek, (ecuaciones 2.12 y 2.22), 
para a =  0,5 y ¡3 =  0,33. Los valores del tiempo de crecimiento de la colonia 
se indican en (b).
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Figura 5.15: Imágenes de colonias de tipo I a etapas tempranas de crecimien
to. Para una mejor visualizacion de las celulas, las colonias fueron fijadas y 
coloreadas con May-Granwald Giemsa.

se menciono anteriormente, si las curvas colapsan luego de su normalización 
entonces el set de exponentes calculados a partir de los datos experimentales, 
corregidos y sin corregir (Figs. 5.10-5.13) satisface la relación de escalado de 
Family-Vicsek (Fig. 5.14). Estos resultados son consistentes con los valores de 
los exponentes predichos por el modelo no lineal continuo de crecimiento de 
superficies, perteneciente a la clase universal de Kadar, Parisi y Zhang (KPZ) 
que comprende un valor de 3 =  0,33 y un valor de a =  0,5 [99].

5.2. Colonias con frente radial

5.2.1. Evolución morfológica de las colonias
Como se menciono anteriormente, una diferencia importante entre los ex

perimentos de colonias de frentes radiales y aquellos de colonias de frentes 
lineales consiste en que los primeros permiten estudiar las formacioón de las 
colonias desde su inicio (colonias de tipo I de menos de 100 celulas) mientras 
que los segundos soólo permiten estudiar la evolucióon de colonias grandes, como 
ocurre con las colonias radiales de tipo II (colonias formadas a partir de una 
semilla tridimensional). Es decir que las colonias circulares podrían utilizarse 
eventualmente como modelo de estudio de crecimiento de colonias durante 
períodos prolongados, comenzando por las colonias de tipo I y continuando 
con las de tipo II. Mas adelante veremos que desde el punto de vista cinetico, 
es posible evaluar a las experiencias de tipo II como continuación de las de 
tipo I.

Para el caso de las colonias de tipo I, creciendo a partir de unas pocas 
celulas (5 < n < 80 ) se observa que adquieren formas irregulares, de geo
metría variable (Fig. 5.15). Sin embargo, a pesar de la forma aleatoria inicial,
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Figura 5.16: Evolución de una colonia de tipo I que comienza con un conjunto 
de 8 celulas agrupadas de forma casi lineal (t =  2880 min) y se va convirtiendo 
en circular (t =  10890 min). Los contornos de las colonias han sido trazados 
segun el metodo descripto. Se indican los diferentes tiempos de evolución de 
la colonia.

una vez que la poblacion alcanza alrededor de 250-300 celulas, las colonias 
van adquiriendo una geometría circular (Fig. 5.16). La evolucion de la forma, 
de completamente irregular a circular, aparece como consecuencia de la du- 
plicacion aleatoria de las celulas, sin ninguna localizacion preferencial a priori 
de las celulas nuevas. La evolucion de la forma de las colonias puede ser es
tudiada a traves de la relacion de radios, definida como el cociente entre el 
eje mayor y el eje menor de la menor elipse capaz de contener a la colonia. 
A medida que el tiempo transcurre el cociente de radios tiende a 1, aunque 
pueden observarse fluctuaciones en estos ajustes, debido a las ramificaciones 
temporales producidas por la duplicacion celular aleatoria (Fig. 5.17). Por el
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Figura 5.17: Evolución de la relación de radios de colonias de tipo I de dife
rentes tamaños iniciales. La línea punteada corresponde al cociente de radios 
de una circunferencia (caso límite).

contrario, las colonias de tipo II muestran una forma radial desde el principio, 
lo cual no es de extrañar ya que la semilla inicial de crecimiento es aproxima
damente circular. En la figura 5.18 se muestra una colonia de tipo I a tiempos 
avanzados, con una incipiente formación central de un agregado tridimensio
nal, y una colonia de tipo II, formada por un dominio bidimensional que crece 
alrededor la semilla tridimensional central.

En ambos casos, es decir para colonias de tipo I y de tipo II, se observa 
tambien que la morfología de las celulas exhibe prácticamente las mismas 
características que se describieron para el crecimiento de colonias lineales: 
a tiempos cortos las celulas presentan contornos suaves, tamanos bastante 
homogeneos que rondan los 30 ^m de diómetro, los límites celulares son claros 
indicando que no estón superpuestas unas con otras [Fig. 5.19 (a)]. Con el paso 
del tiempo se va haciendo mós notoria la diferencia en cuanto a la distribucion
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Figura 5.18: Imágenes de una colonia de tipo I (a) y de una de tipo II (b) 
fijadas y coloreadas. La Colonia de tipo I muestra la formación incipiente 
del agregado tridimensional como una región mós oscura en el centro. La 
colonia tipo II muestra al agregado tridimensional central, rodeado por un 
anillo de crecimiento tridimensional mós reciente, y un dominio bidimensional 
mas externo y mucho mós ancho. Los contornos de las colonias se han marcado 
en negro.

de tamaños y morfologías, segun la ubicacion que adopte la celula dentro 
de la colonia [Fig. 5.19 (b) y (c)]. En la periferia pueden observarse celulas 
gigantes, celulas multinucleadas, prolongaciones filopodicas muy largas, celulas 
estrelladas, etc, es decir que hay una gran variabilidad de formas y tamaños. 
Sin embargo, una diferencia notable es que las colonias de frentes radiales no 
tienden a formar complejos entramados entre celulas y filopodios en la interfaz, 
como sí lo hacen las colonias de frente lineal, tal vez debido a la creación de 
espacio a medida que la colonia se expande. Desde esta perspectiva, el analisis 
del perfil de estas colonias sóolo se ve afectado cuando contactan con colonias 
vecinas.

Cuando se analiza el interior de las colonias, las cóelulas se muestran móas 
pequenñas y mucho móas comprimidas unas con otras, hasta que con el paso del 
tiempo comienza a formarse en el centro un dominio tridimensional (Fig. 5.18).
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Figura 5.19: Histogramas que muestran la distribución de tamaños celulares 
en el borde de colonias de tipo II a diferentes tiempos. En el eje las ordenadas 
se muestra el valor normalizado del número de celulas por el total de celulas 
analizadas.
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Figura 5.20: Imagen parcial de una colonia de tipo I en la que se observan 
diagramas binarizados de las celulas que se ubican a lo largo de diferentes 
radios de la misma.

Esta distribución heterogenea fue analizada a partir del trazado individual del 
contorno de celulas y su posterior binarizacion, a lo largo de diferentes radios 
de las colonias de tipo I (Fig. 5.20). La figura 5.21 muestra la distribucion de 
tamaños promedio celulares para una colonia de tipo I, a lo largo del radio de 
la misma, medida a diferentes tiempos. Es importante remarcar que este tipo 
de analisis no se puede realizar sobre colonias de tipo II, así como tampoco 
sobre colonias de frentes lineales, debido a la existencia de dominios tridimen
sionales, desde etapas tempranas, que impiden el reconocimiento individual 
de las celulas.

5.2.2. Análisis de los frentes radiales de crecimiento.
Como se menciono en la seccion anterior, la aplicación del escalado dinami- 

co implica necesariamente que la cinetica de crecimiento responda a un movi
miento uniforme en la direccióon radial, es decir que la velocidad promedio de 
desplazamiento del radio sea constante. Por ello, se analizo tambien en este ca
so la cinetica de expansión de los frentes radiales, encontrándose importantes 
diferencias respecto a la cinóetica de los frentes lineales de crecimiento.

En el caso de los frentes radiales de crecimiento la velocidad media de 
expansióon de la colonia se puede definir como
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Figura 5.21: Variación del área celular a lo largo del radio, para una colonia 
de tipo I. Los valores fueron promediados de cuatro radios equidistantes, para 
cada tiempo. Se indican los tiempos de crecimiento.

<” > =  x r  (5-2)
donde (R) es el radio promedio de la colonia (Fig. 5.22).
Al igual que las colonias de frentes lineales, las colonias de frentes radiales 

de tipo II exhiben un regimen de crecimiento lineal, avanzando a velocidad 
constante (v) =  (0,20 ±  0,02) ^m min-1 (Fig. 5.23). Para el cálculo de la 
velocidad de este grupo de colonias se utilizo la diferencia (R(t)) — (Ro), donde 
(R0) es el radio inicial de cada agregado tridimensional inicial. Esta correccion 
no modifica el valor de la pendiente de las gráficas (velocidades calculadas), 
y facilita su apreciacián gráfica y el cálculo estadístico del promedio entre las 
diferentes experiencias, como se observa en la figura 5.23.

Por otra parte, el radio de las colonias tipo I presenta un crecimiento de 
tipo exponencial, para t <  9000 min, con una pendiente promedio de (1,02 ±  
0,02 x 10-4 ) min-1 .
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Figura 5.22: Contornos del frente de crecimiento de una colonia de células 
Vero, preparada segUn el procedimiento II. Los nUmeros indican el tiempo 
transcurrido en minutos desde la siembra.

Este comportamiento puede expresarse mediante la siguiente ecuación:

R =  RoetkR (5.3)

donde kR es una constante que tiene el valor de la pendiente calculada.
Sin embargo, a tiempos mayores, t >  9000 min, el crecimiento del radio se 

desvía del comportamiento exponenecial, indicando un cambio de regimen de 
crecimiento (Fig. 5.24).

Con el fin de comprender el cambio en la cinetica de desplazamiento de los 
frentes de las colonias de tipo I se procedio a estudiar la cinetica poblacional 
de las mismas. El seguimiento del crecimiento poblacional de las colonias fue 
realizado por conteo manual del número de celulas a diferentes tiempos. Para el 
caso de las colonias de tipo II y las colonias con frentes lineales de crecimiento 
esto resulta imposible debido a la presencia de crecimientos tridimensionales.
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Figura 5.23: Variación del radio de las colonias de tipo II con el tiempo de 
crecimiento. Para el cálculo de la velocidad (v) se normalizaron los valores del 
radio de cada colonia, restando el valor del radio al tiempo cero (tamaño de 
la semilla inicial tridimensional) para una mejor visualizacián del gráfico.

Para el caso de las colonias de tipo I, el nuámero instantáaneo de cáelulas 
n(t) aumenta exponencialmente con el tiempo. Esto se pone de manifiesto 
en la figura 5.25, en la que se muestra el gráfico del numero normalizado 
de celulas, según la cantidad inicial de celulas que conforman cada colonia, 
n (t)/n0, versus el tiempo. Esta normalizacián facilita la expresián de los datos 
en un unico gráfico y el cálculo del promedio de los valores. El valor de la 
pendiente promedio es de 2,2 x 10-4 min-1 corresponde al valor de la constante 
poblacional kn.

De este modo, el crecimiento logarítmico del incremento poblacional como 
funcioán del tiempo puede expresarse como

n(t) =  n0etkn (5.4)

En este caso kn es la constante poblacional de primer orden que se relaciona 
inversamente con t , el tiempo promedio de duplicacion celular. Si se pasa kn
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Figura 5.24: Variación del radio de diferentes colonias de tipo I con el tiempo. 
Se observa que para t >  9000 min los datos se apartan del comportamiento 
exponencial.

de base decimal a base neperiana, se obtiene un valor de t

t =  -1  =  [ln 10 x (2,2 ±  0,3) x 10-4]-1 =  [(5,1 ±  0,7) x 10-4]-1 (5.5)
kn

De este modo se obtiene un promedio de duracion del ciclo celular de t  =  
2000 min aproximadamente, que se encuentra dentro de los valores reportados 
por otros autores para esta línea celular [98]. Es decir que aparentemente 
la cinetica poblacional no se modifica y continúa siendo exponencial, en el 
intervalo de tiempo de estos experimentos.

Una forma de estudiar el cambio en el regimen de desplazamiento del frente 
de crecimiento es suponer que las celulas tienen forma circular, de radio rc. Si 
ademús aproximamos la geometría de la colonia a la de un círculo de radio R,
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Figura 5.25: Crecimiento del número de células con el tiempo, para las colonias 
de tipo I. Los datos se encuentran normalizados respecto del número inicial 
de celulas en la colonia (no). Dado que el número de celulas se encuentra en 
una escala logarítmica, la regresión lineal implica un comportamiento de tipo 
exponencial.

entonces puede relacionarse el área de la colonia (A =  n—2) con el número de 
celulas de la misma (A =  nnr" )̂, resultando finalmente

=  n ^  R a  n1/2 (5.6)

La ecuaciún 5.6 predice una relacion lineal entre — y n1/2 que se observa 
desde n ^  0, es decir desde el tiempo de inicio del crecimiento, hasta un valor 
de n de aproximadamente 700 celulas (Fig. 5.26).

Para n > 1000 celulas, los datos experimentales muestran un comporta
miento que se desváa del predicho por la ecuacion 5.6 y la cinetica de creci
miento de los frentes radiales cambia de un regimen exponencial a uno lineal 
(Fig. 5.24). Una explicacion posible para el cambio de regimen de desplaza-
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Figura 5.26: Variación del radio medio con la raíz cuadrada del número de 
células en la colonia. Se puede observar el desvío de la relaciún lineal cuando 
cuando n supera las 900 celulas.

miento de los frentes, sin un cambio en la cinetica poblacional, podría ser el 
incremento en la compactacion de la colonia causada por la duplicacion celular 
en el seno de la misma, sin el incremento de espacio correspondiente. Como se 
menciono anteriormente, este hecho lleva al aumento de la densidad celular en 
el seno de la colonia, con la correspondiente disminucion del radio celular pro
medio, y eventualmente a la formaciún de agregados tridimensionales, rasgos 
que se observan casi desde un principio en los otros sistemas experimentales 
(colonias con frente radial de tipo II y con frente lineal).

Para confirmar el crecimiento poblacional en el centro de la colonia, se 
realizaron marcaciones celulares del el antígeno nuclear PCNA. Los resulta
dos muestran una distribucioún homogúenea de cúelulas en divisiúon en toda la 
distribucion espacial de la colonia (Fig. 5.27). Esto descartaría la inhibicion, 
al menos completa, de la division celular por contacto y sería coherente con la 
formaciún de agregados tridimensionales espontaneos, como se describií ante-
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Figura 5.27: Marcación celular del antígeno nuclear PCNA. En blanco se en
cuentran demarcadas algunas de las celulas que dieron positivas, indicando 
que se encuentran en division. Observese que la distribución de celulas marca
das es aproximadamente homogenea, mostrando que la division celular ocurre 
tanto en el interior como en la periferia de la colonia.

riormente.
Si se combinan las ecuaciones 5.4 y 5.6 se obtiene una ley exponencial

R =  Vñ0rcet/2kn (5.7)

Tomando como radio promedio celular (rc) ~  15 ^m, la pendiente kn/2 
(Fig. 5.28), esta en perfecto acuerdo con los resultados obtenidos en la figura 
5.24 (kR =  kn/2).

Del analisis anterior se desprende que las colonias radiales exhiben dos 
regómenes de crecimiento que dependen del tamaño de la poblacion. Para 
las colonias de tipo I se encuentra que mientras mas bajo es el valor de n,
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Figura 5.28: Gráfico de la ecuación 5.7, considerando un radio celular promedio 
rc =  15 ^m, y una poblacion inicial n0 entre 5 y 90 celulas. Los símbolos 
corresponden a diferentes colonias de tipo I.

mas tiempo permanece la colonia creciendo bajo un regimen exponencial. El 
regimen de crecimiento a velocidad constante se alcanzaría recien cuando n 
supera las 700-1000 celulas, situación que comparten las etapas finales de las 
colonias de tipo I con las colonias de tipo II.

En la figura 5.29 se combinan tres experiencias radiales diferentes: una 
colonia tipo I que parte de 8 celulas, una segunda colonia de tipo I, que 
presenta 48 celulas inicialmente y una colonia de tipo II. Los datos fueron 
desplazados en el eje del tiempo hasta hacer coincidir los tamaños de las 
colonias, como si se trata de un unico experimento muy largo.

Resulta interesante comparar los datos experimentales con el modelo pro
puesto por Drasdo [93], segón el cual el retardo en la velocidad de avance 
del frente de crecimiento puede cuantificarse, considerando que la colonia se 
puede dividir en dos regiones: una central, de radio instantaneo r2, y un anillo 
exterior de ancho constante A R  =  (R) — r2, siendo (R) el radio medio ins-
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Figura 5.29: Variación del radio medio con el tiempo para tres tipos de colonias 
Vero: una colonia tipo I con n0 =  8 celulas, una colonia de tipo I con n0 =  48 
celulas y una colonia de tipo II. Los datos experimentales fueron desplazados 
en el eje del tiempo hasta hacerlos coincidir por el valor del radio. La línea 
punteada corresponde a la ecuacion 5.8, considerando rc =  15 ^m, n0 =  8, 
A R  =  330^m y t =  2000 min.

tantáneo de la colonia. Así, para tiempos por debajo de un valor crítico tc, y 
para pequeñas poblaciones celulares, no se observaría un efecto de retardo y el 
radio de la colonia crecería exponencialmente con el tiempo. Por el contrario, 
cuando t > tc, aparecería el efecto de retardo. La resolucion de las ecuaciones 
cinetica conduce finalmente a:

R(t)
Roe(í/2r)
n1/2A R 

2 1 +  W e(1+2t/T) n2 AR4 e

t < tc 
t > tc

(5.8)

donde W (x) es la denominada funcion de Lambert y tc =  t ln(AR2/r;?n0) 
[93]. Entonces, como A R  alcanza un valor constante, se obtiene la relaciín 
lineal entre R y t.
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Figura 5.30: Dimensión fractal de una colonia de frente radial a distintos 
tiempos de crecimiento, calculada segun el metodo del conteo de cajas.

El ajuste de los datos experimentales, considerando rc =  15 ^m, n0 =  8, 
A R  =  330 ^m y t =  2000 min, de acuerdo a la ecuación 5.8, se muestra en 
la figura 5.29. Como se puede observar, existe un excelente acuerdo entre el 
modelo teóorico propuesto y los datos experimentales.

El analisis de la dimensión fractal se realizo sobre colonias de mós de 
700-1000 celulas, dado que cumplen con las dos condiciones de tener una 
morfología aproximadamente circular, y una velocidad de desplazamiento del 
frente constante. El cóalculo se realizóo en base a los mismos criterios que se 
aplicaron para las colonias con frentes lineales, es decir teniendo en cuenta 
los valores de rugosidad para la seleccion del rango de tamanos de cajas. 
Así, se obtuvieron valores coincidentes dentro de los errores experimentales, 
independientemente del tiempo y del tipo de colonia analizada, alcanzóandose 
un valor de df =  1,20 ±  0,05 (Fig. 5.30). Puede observarse que a diferencia 
de las colonias creciendo como sistemas de tamaño constante, aparecen rectas 
paralelas que se desplazan hacia un mayor numero inicial de cajas. Esto se debe 
a que el tamanño de la colonia cambia con el tiempo, o sea que para un tamanño
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fijo de caja, la proporción que representa del tamaño del sistema cambia, y 
con ello el numero de cajas necesarias para cubrir la longitud completa del 
frente. Sin embargo, el valor de la pendiente permanece invariante.

El analisis de escalado dinámico de los frentes radiales de crecimiento, se 
realizo sobre colonias con velocidad constante de desplazamiento tanto de tipo 
I como de tipo II, transformando las coordenadas de ángulo-radio a arco-radio 
(ver Fig. 4.6).

El analisis del crecimiento de la rugosidad con el tiempo muestra la exis
tencia de una relacion lineal del logaritmo de w con el logaritmo de t, con 
una pendiente promedio de 0,33 ±  0,04 (Fig. 5.31). El valor de esta pendien
te cubre una dáecada del logaritmo del tiempo para las colonias de tipo II, y 
un rango máas corto para las colonias de tipo I ya que la evaluaciáon sáolo se 
puede realizar cuando las colonias se encuentran bajo ráegimen de velocidad 
constante. Esta pendiente corresponde al valor del exponente de crecimiento 
3 y coincide para ambas colonias con el valor obtenido para las colonias con 
frente lineal de crecimiento.

Por otra parte el gráfico de la rugosidad versus el tamaño del frente muestra 
curvas de tipo sigmoidal, tal cual se encontró para las colonias con frente lineal 
de crecimiento (Fig. 5.32). Hay que destacar que la longitud de los frentes es 
variable, dado que el perímetro de la colonia cambia con el tiempo. Esto queda 
de manifiesto en la figura 5.32 en la que se puede observar que dada una misma 
colonia, la curva de rugosidad es mas corta a tiempos iniciales que a tiempos 
finales, mientras que este efecto no se observaba en la figura 5.11 de los frentes 
lineales.

El análisis de los perfiles corregidos por sus salientes laterales (perfiles 
monovaluados) tampoco muestra influencia alguna sobre los gráficos de rugo
sidad con el tiempo (Fig. 5.31). Por otra parte, las curvas correspondientes 
de rugosidad versus el tamanño del frente muestran una porciáon inicial apro
ximadamente lineal con una pendiente de 0,85 que se extiende en el rango 
de s de 10 a 100 ^m, que se corresponde con el dominio de la membrana 
celular y no de la colonia. Tal y como fue descripto para los frentes lineales 
de crecimiento esta pendiente correspondería a un exponente de rugosidad oí . 
Para valores de s > 100 ^m este ajuste muestra una pendiente de 0,5 que se 
extiende por alrededor de una dáecada antes de que la rugosidad local alcance 
la saturaciáon, tal y como se espera para un sistema que no muestra saturaciáon 
global (Fig. 5.33). Este valor, tal cual lo dicho anteriormente, corresponde al 
exponente de rugosidad a para el dominio de la colonia. Se observa que los 
datos experimentales y los datos monovaluados colapsan en una misma curva 
para longitudes de arco superiores al valor crítico sc, que es del orden de 3
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Figura 5.31: Variación de rugosidad del frente con el tiempo para colonias de 
tipo I (a) y de tipo II(b). Los valores corresponden a promedios de los datos 
de rugosidad de las colonias.
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Figura 5.32: Variación de la rugosidad de los frentes con la longitud de arco, 
de colonias de tipo I (a) y de tipo II (b). La flecha indica el sentido de la 
evolución temporal.
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Figura 5.33: Variación de la rugosidad con la longitud de arco. Los datos 
corresponden a colonias de tipo I [Figuras (a) y (b)] y a colonias de tipo II 
[Figuras (c) y (d)], para diferentes tiempos de crecimiento.
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células de diámetro promedio. El valor de sc, al igual que el valor crítico de 
los sistemas lineales (1c), se incrementa con el tiempo, determinando el arco 
de la colonia a partir del cual la dinamica se vuelve prácticamente insensible 
a la presencia de salientes laterales. Sin embargo, la influencia de las salientes 
sobre el crecimiento radial parece ser menor que la que se observa para el creci
miento lineal, probablemente debido al incremento del espacio libre generado 
por la propia expansión radial. Por otra parte, las colonias de tipo II muestran 
una influencia menor de las salientes comparadas con las colonias radiales de 
tipo I (Fig. 5.33).

Los gráficos del factor de estructura de las colonias tipo I, en los rangos 
de tiempo en que se desplazan a velocidad constante, y de las colonias de 
tipo II, muestran que en la zona intermedia se aproximan a un crecimiento 
lineal con una pendiente cercana a -2 ,0  (Fig. 5.34), acorde con un valor de 
a =  0,50 ±  0,05, independientemente de tiempo. Al igual que para el caso de 
los frentes lineales, con los exponentes críticos obtenidos (a =  0, 5; 3 =  0, 33) 
se normalizaron las curvas de escalado, para evaluar el cumplimiento de la 
relacion de escalado de Family-Vicsek (ecuaciones 2.12 y 2.22). Los resulta
dos muestran un colapso relativamente bueno (Fig. 5.35), tenida cuenta que, 
a diferencia de los frentes lineales de crecimiento, aquellos que crecen radial
mente comienzan a partir de agregados de diferente tamaño, hecho que limita 
fuertemente la estadística de los datos experimentales.

5.3. Síntesis
La morfología que exhiben las celulas Vero muestra una evolucion tem

poral, desde celulas prácticamente homogeneas, hacia una distribucion de ta
maños y formas, donde las celulas de mayor area se ubican en la periferia 
para hacerse progresivamente mías compactas hacia el seno de la colonia. Por 
otra parte, las propias colonias exhiben dos tipos de dinamica de crecimiento: 
cuando la población celular es baja, es decir menos de 700-1000 celulas, la 
morfología arbitraria y su desplazamiento sigue una ciníetica de tipo exponen
cial, acorde con la cinetica de crecimiento poblacional. Cuando superan esa 
población, la velocidad de desplazamiento se enlentece, pasando a un regi
men lineal. Bajo estas condiciones, la dimension fractal alcanza un valor que 
ronda 1.20, y el calculo de los exponentes críticos se hace posible, indepen
dientemente de la geometría del sistema. Así se obtienen los exponentes de 
rugosidad a =  0,5 y de crecimiento 3 =  0,33 correspondientes a la dinamica 
de crecimiento de Kardar, Parisi y Zhang.
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Figura 5.34: Variación del factor de estructura con la frecuencia. a) Colonias 
de tipo I, y b) colonias de tipo II. Las líneas rectas con pendiente de — 2 
corresponden a un exponente a =  0,5.
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Figura 5.35: Colapsos de las curvas de rugosidad y de factor de estructura, 
según las relaciones de Family-Vicsek (ecuaciones 2.12 y 2.22), para a =  0,5 
y 3 =  0,33. Los valores de tiempo que se indican son representativos de las 
diferentes etapas de crecimiento de la colonia analizada.



Capítulo 6
Crecimiento de colonias de células

HeLa

6.1. Evolución morfológica de las colonias
Las células HeLa provienen, como se mencionó anteriormente, de tejidos 

propios de un carcinoma humano. Por tal motivo, es de esperar que las celulas 
presenten características típicas de celulas con modificación neoplósica: pleo- 
morfismo celular y nuclear, presencia de celulas gigantes y celulas pequenas con 
núcleos muy prominentes. Las celulas HeLa, en comparación con las celulas 
Vero, que provienen de un tejido normal, exhiben una proporcion algo menor 
de cóelulas gigantes y multinucleadas, aunque estas uóltimas pueden presentar 
mas de siete nucleos. En general, los micleos tienden a ser hipercromóticos, y 
la relacion nucleo:citoplasma es muy variable.

Debido a las limitaciones en cuanto al tamaño y la morfología de las colo
nias pequeñas, y a la practicidad del metodo de la cinta de Teflon, los estudios 
de colonias de celulas HeLa se realizaron empleando este último metodo para 
colonias con frentes lineales, y el crecimiento a partir de un cumulo tridimen
sional, para el caso de las colonias con frente radial de crecimiento.

En la figura 6.1 se muestra la secuencia temporal de crecimiento de una 
colonia de geometría lineal realizada según el metodo II, y en la figura 6.2 se 
muestra una colonia radial de tipo II a diferentes tiempos, desde un agregado 
tridimensional con una incipiente formacion en monocapa que lo rodea como 
un delgado anillo, hasta las etapas avanzadas, donde la monocapa ocupa la 
mayor superficie de crecimiento.

La morfología de las colonias es similar a la descripta para las celulas Ve

119
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ro, observándose dominios tridimensionales en el seno de las colonias que se 
continúan por monocapas celulares que conforman los frentes de crecimiento. 
La expansión del dominio bidimensional se produce esencialmente por dupli
cación celular, tanto en el seno de la colonia como en el frente, acompañada 
por cambios en el tamaño y la morfología celular.

En ambos casos se observa que las celulas de la interfaz desarrollan mor
fologías muy variables lo que conlleva a una menor densidad celular en esta 
region respecto de la densidad que se observa en el seno de la colonia. Debido 
a la compresion lateral, las celulas se van haciendo cada vez mas pequeñas, 
desde la periferia hacia el centro de la colonia, hasta alcanzar diametros de 
alrededor de 15 ^m. Esto se debe a la característica falta de inhibicion por con
tacto que muestran estas celulas y que queda de manifiesto con la marcacion 
del antígeno nuclear PCNA (Fig. 6.3) donde se observan celulas en division 
homogíeneamente distribuidas en toda la colonia.

Las experiencias con celulas HeLa presentan una duracion similar a las 
experiencias equivalentes de celulas Vero. Las razones que llevan a la fina- 
lizacion de las experiencias son mayoritariamente las mismas que para las 
otras celulas, aunque los frentes no tienden a formar redes tan complejas de 
entrecruzamiento celulares, sino que la perdida de la definicion del perfil se 
produce principalmente por el contacto de la colonia principal con colonias ve
cinas secundarias, provenientes del desprendimiento ocasional de celulas. Sin 
embargo, aunque las redes no generen tanta distorsion, es común observar la 
extensioín de largos filopodios, o delgadas microvellosidades, buscando contac
tos intercelulares, como puede observarse en la figura 6.4, que muestra a gran 
escala el desarrollo de estas prolongaciones. La aparicion de espacios vacíos 
entre celulas, como se menciono para el caso de las celulas Vero, estaría dando 
la pauta de que el crecimiento de la colonia se esta desarrollando en míltiples 
direcciones.

Como se desprende de los histogramas, (Fig. 6.5), los cambios en el ta
maño promedio de las celulas a lo largo de desarrollo de la colonia, son menos 
notorios que en el caso de las celulas Vero. Puede observarse la apariciín de 
celulas gigantes, pero numericamente parecieran ser menos importantes, como 
se menciono anteriormente. En general las celulas tienden a presentar tamaños 
mas homogeneos, aunque siempre son mas pequeñas las celulas pertenecientes 
al seno de la colonia.
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Figura 6.1: Imágenes parciales de colonias de células HeLa a diferentes tiem
pos. Las regiones más oscuras corresponden a las formaciones tridimensionales 
y las mas claras al crecimiento en monocapa. Para mayor claridad se muestran 
colonias fijadas y coloreadas y se resaltan los perfiles en negro.
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Figura 6.2: Imágenes de la evolución de una colonia de células HeLa de frente 
radial a diferentes tiempos. Puede observarse el agregado tridimensional de 
forma casi circular ubicado en el centro de la colonia, como una región más 
oscura. A su alrededor se desarrolla el dominio bidimensional.
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Figura 6.3: Marcación celular del antígeno nuclear PCNA. En blanco se en
cuentran demarcadas alguna de las celulas que resultaron positivas para el 
antígeno, indicando que se encuentran en división. Se observa que la distribu- 
cion de celulas marcadas es aproximadamente homogenea, mostrando que la 
division celular ocurre tanto en el interior como en la periferia de la colonia.

6.2. Análisis de los frentes de crecimiento.

El analisis de los frentes de crecimiento se realizo sobre los contornos tra
zados de los perfiles de las colonias como se muestra en las figuras 6.6 y 6.7.

En la figura 6.8 se observa que la altura y el radio medio de los frentes 
de crecimiento lineal y radial muestran una dependencia lineal con el tiempo, 
exhibiendo una pendiente de 0,09±0,02, indicando que ambos tipos de colonias 
exhiben un ríegimen de crecimiento lineal, avanzando con velocidad constante. 
Para el caso de las colonias con frente de crecimiento radial, el desplazamiento 
medio se estimó como (R(t)) — (R0), donde (R0) es el radio de la semilla 
tridimensional inicial. Es decir, que a pesar del incremento del tamaño del 
sistema, las colonias de frentes radiales muestran que crecen a velocidades
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Figura 6.4: Imágenes tomadas con microscopía de fuerzas atómicas a diferentes 
aumentos. Puede observarse la prolongacion de filopodios y microvellosidades, 
buscando el contacto intercelular.

iguales a sus pares lineales, dentro de los errores experimentales.
Por otra parte, las colonias de frentes radiales de tipo I, con escaso número 

de celulas, crecen siguiendo una cinetica de tipo exponencial. Por tal motivo 
en lo sucesivo súolo se examinarúan las colonias de frentes lineal y radial de tipo 
II, que son aquellas a las que se les puede aplicar el anúlisis de escalado de la 
rugosidad.

Para el analisis de la fractalidad de las colonias de celulas HeLa se tuvieron 
en cuenta los valores de ancho y rugosidad de los frentes y se calculú el valor 
de la dimensiún fractal para un rango de cajas de 10 — 200 ^m (Fig. 6.9). 
De la pendiente del gráfico del numero de cajas en funcion del tamaño de las 
mismas se obtuvo el valor de df =  1,20 ±  0,04, independientemente del tiempo 
y del tipo de colonia considerado.

Nuevamente, como en el caso equivalente de celulas Vero creciendo en 
sistemas que cambian de tamaño, se observa que a distintos tiempos, o equi
valentemente a diferentes tamanños, las pendientes obtenidas son invariantes y 
las rectas se desplazan paralelamente.

Una vez determinadas la velocidad de desplazamiento y la dimension frac- 
tal de las colonias se procediú al analisis de la dinamica de crecimiento de los 
frentes aplicando la túecnica de escalado dinúamico.

El analisis logarítmico del crecimiento de la rugosidad con el tiempo mues-
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Figura 6.5: Histogramas que muestran la distribución de tamaños celulares 
en el borde de colonias de frente lineal (a) y de frente radial (b), a diferentes 
tiempos. En el eje las ordenadas se muestra el valor normalizado del numero 
de celulas por el total de celulas analizadas.
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Figura 6.6: Contornos del frente de crecimiento de una colonia de células HeLa. 
Se indican los tiempos de crecimiento correspondientes.

tra una relación lineal con una pendiente promedio de 0,33 ±  0,04 tanto para 
los frentes lineales como para los frentes radiales, que se corresponde con el 
exponente de crecimiento 3. Esta relación alcanza a cubrir alrededor de una 
decada del logaritmo del tiempo (Fig. 6.10). Nuevamente puede observarse 
que las colonias celulares no muestran saturacióon de la rugosidad dentro de 
las condiciones de estudio de este trabajo. En base a estos resultados, se puede 
concluir que el valor del exponente 3 es coincidente para todos los tipos de 
experiencias, tanto en celulas HeLa como Vero.

Por otra parte, los gráficos de rugosidad versus la fraccion del tamano de 
los frentes muestra curvas sigmoideas del tipo de las que se obtuvieron con 
las celulas Vero, aunque de forma mas suave que estas ultimas (Fig. 6.11). Se 
puede observar ademóas que tambióen para el caso de las cóelulas HeLa la altura 
de las curvas se incrementa con el tiempo, y que la forma de las mismas no 
permite determinar una pendiente con seguridad.

La comparacióon de las curvas de rugosidad para diferentes fracciones del 
frente de crecimiento, que resultan de la superposicion de los datos experi
mentales y de los datos corregidos por las salientes laterales, muestra que se 
solapan y tienden a un mismo valor en el rango de fracciones del frente que
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Figura 6.7: Contornos del frente de crecimiento de una colonia de células HeLa. 
Los números indican el tiempo transcurrido en minutos desde la siembra.

superan el valor crítico lc y sc respectivamente (Fig. 6.12). Este valor, que es 
del orden de 3-4 celulas de diametro promedio, tambien se incrementa con el 
tiempo, como fue observado para el caso de las celulas Vero.

Es importante remarcar que la influencia de las salientes laterales es menor 
para las celulas HeLa, probablemente debido a que estas son de menor tamaño 
y crecen formando colonias mas compactas, con menos ramificaciones (Figs. 
6.1 y 6.2).

Las curvas que resultan de los datos corregidos muestran un crecimiento 
inicial lineal de la rugosidad para distintas fracciones del frente, de 10 a 100 
^m, correspondiente a un exponente de rugosidad a' =  0,85, independiente
mente del tiempo y del frente de crecimiento (Fig. 6.12).

El exponente de rugosidad a', que resulta del analisis de frentes menores a 
la longitud crítica, es equivalente al exponente hallado para las celulas Vero, 
que fue asociado a la rugosidad propia de las deformaciones celulares, que se
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t (min)

Figura 6.8: (a)Variación de la altura y radio medio en función del tiempo de 
crecimiento, correspondiente a colonias de celulas HeLa con frente lineal (a) y 
radial (b) crecimiento. El radio medio de las colonias se normalizó respecto al 
correspondiente radio inicial del agregado tridimensional ((R0) ). Cada color 
corresponde a una colonia diferente.
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Figura 6.9: Dimensión fractal de una colonia de frente lineal (a) y radial (b) 
calculadas según el metodo del conteo de cajas.
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Figura 6.10: Variación de la rugosidad con el tiempo de crecimiento. Los gráfi
cos corresponden al analisis de las colonias de frentes lineales (a) y radiales 
(b). Cada color corresponde al promedio de los valores de rugosidad de las 
diferentes colonias sembradas el mismo día.
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Figura 6.11: Variación de la rugosidad con la fracción del frente de para colo
nias de crecimiento lineal (a) y radial (b). Los símbolos negros corresponden 
a tiempos cortos y los símbolos rojos corresponden a tiempos avanzados de 
crecimiento de una misma colonia. La flecha indica la evolucion temporal.

,«® »®9®*
9®9«Di

® ,9

9 ® 0 ^
9**9®**

a®*'®** a'*
a® a 

9®%®

a®9999®®®
999

■ v ® 1500 min
® 7500 min



132 Capítulo 6. Células HeLa

Figura 6.12: Comparación de las curvas de rugosidad para diferentes tamaños 
de los frentes. Los datos corresponden a colonias de crecimiento lineal [figuras 
(a) y (b)] y radial [figuras (c) y (d)]. Se indica el valor de la longitud crítica, 
lc o sc, para cada tiempo.
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espera que fluctúen a frecuencias más altas, con ciclos de duración menor que 
el propio ciclo celular. Esta coincidencia no es de extranar, ya que los ciclos 
celulares de ambas líneas son muy similares (entre 24 y 48 hs) [100]. Para valo
res mayores a la longitud crítica, es decir valores de longitud correspondiente 
al dominio de la colonia y no de la membrana celular, el gráfico de rugosidad 
versus el tamano del sistema muestra una curva suave que tiende a un valor 
límite de rugosidad, tal y como se espera para un sistema que no muestra 
saturación de la rugosidad con el tiempo. La pendiente de 0.5, corresponde al 
exponente de rugosidad a, en la region que va de 150 a 1100 ^m (Fig. 6.12).

El factor de estructura en funcion de la frecuencia muestra una región 
lineal en el rango de frecuencias que va de 0.02 a 1 con una pendiente de -2 . 
Este valor, correspondiente al exponente de rugosidad a =  0,50 ±  0,05 parece 
ser independiente del tiempo y del tipo de colonia estudiada, procedimiento 
experimental analizado, aunque para los frentes radiales el espectro se muestra 
mas ruidoso que para el caso de los lineales (Fig. 6.13).

Del mismo modo como se validó la relación Family-Vicsek para las expe
riencias con celulas Vero, el set de exponentes calculados a partir de los datos 
experimentales, corregidos y sin corregir, obtenidos de las colonias de celu- 
las HeLa (Figs. 6.10-6.13) muestra que las curvas de rugosidad (Fig. 6.14), y 
del fator de estructura (Fig. 6.15) colapsan para distintos tiempos, en ambas 
condiciones experimentales de crecimiento.

6.3. Síntesis
Las celulas HeLa, al igual que las celulas Vero, exhiben cambios temporales 

de su morfología y distribucion. Así, nuevamente nos encontramos con colo
nias homogeneas originalmente que evolucionan hacia una periferia de celulas 
de mayor tamano, que se van haciendo mas pequeñas a medida que nos apro
ximamos al seno de las mismas.

Los frentes de las propias colonias se muestran rugosos, independientemen
te de su geometría. Tanto la dimensión fractal, como los exponentes críticos 
presentan los mismos valores que aquellos hallados para las colonias de celu- 
las Vero, es decir df =  1,20; a =  0,5 y ¡3 =  0,33; dando la pauta de que la 
dinómica de expansión de los frentes de crecimiento sigue las mismas leyes de 
KPZ, mencionadas en el capítulo 5.
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Figura 6.13: Variación con la frecuencia del factor de estructura correspon
dientes a frentes lineales de crecimiento (a) y a frentes radiales (b) de colonias 
de celulas HeLa. La pendiente mostrada de un valor de — 2 corresponde a un 
exponente a =  0,5.
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Figura 6.14: Colapsos de las curvas de rugosidad de acuerdo a la relación de 
escalado de Family-Vicsek, (ecuación 2.12), para un frente lineal (a) y de un 
frente radial (b) de crecimiento, empleando a =  0,5 y ¡3 =  0,33. Se indica el 
tiempo de evolucion de la colonia analizada.
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Figura 6.15: Colapso de las curvas del factor de estructura para colonias de 
células HeLa con frente lineal (a) y radial (b) de crecimiento, segun la ecuación 
2.22, para los exponentes críticos a =  0, 5 y 3 =  0, 33. Se indica el tiempo de 
evolución de la colonia analizada.



Capítulo 7
Crecimiento de colonias de células 

Vero en presencia de metil
celulosa

Para el caso particular de los sistemas biológicos, la posibilidad de modifi
car las condiciones de crecimiento, como herramienta de control de su dinami- 
ca, se ve muy restringida. Esto se debe a que cambios en el pH, la concentracion 
de O2 o CO2, o mismo la temperatura, ofrecen rangos muy acotados de va- 
riacion, antes de transformar el ambiente en inviable para las celulas. En este 
contexto se probo la inclusion de metil celulosa, un polímero hidrosoluble que 
permite incrementar la viscosidad del medio de cultivo, para estudiar las po
sibles modificaciones en la dinamica del crecimiento de las colonias por efecto 
de las propiedades del medio.

7.1. Evolución morfológica de las colonias

Las colonias de celulas Vero de frentes lineales de crecimiento, preparadas 
en medio de cultivo con metil celulosa, presentaron algunas características 
morfologicas particulares respecto de las mencionadas para los experimentos 
equivalentes en medio de cultivo convencional.

Tal como se observó en ausencia de metil celulosa (Capítulo 5), aquí tam- 
bien las celulas tienden a crecer sin dejar huecos libres en el seno de la colonia, 
salvo algunos espacios temporales ubicados siempre en la region de la interfaz, 
y ademós tienden a crecer sin separarse de la colonia, salvo algunas celulas

137
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Figura 7.1: Imágenes parciales de los frentes lineales de crecimiento de dos 
colonias en presencia de metil celulosa al 2,5 %. Los tiempos de crecimiento 
son 2400 y 19620 minutos. Las colonias se encuentran fijadas y coloreadas. En 
trazo negro indica el perfil de la colonia.

que lo hacen esporádicamente, a tiempos avanzados. Una sutil diferencia que 
se observa en los cultivos con metil celulosa es que las celulas tienden a dis
persarse menos debido a la mayor viscosidad del medio, y esto se refleja en la 
duración de las experiencias, que llega aproximadamente al doble de tiempo, 
sin que la colonia en estudio colapse con pequeñas colonias vecinas, formadas 
por celulas que se separaron del frente, como se describio anteriormente.

Las colonias en medio con metil celulosa tambien muestran que las celulas 
inicialmente son de tamaños y formas muy homogeneas [Fig. 7.1 (a)] y que con 
el paso del tiempo van apareciendo celulas gigantes, celulas multinucleadas, 
la mayor parte de ellas tambien gigantes, celulas que exhiben largos filopo- 
dios y microvellosidades [Figs. 7.1 (b) y 7.2]. Pero a diferencia de los cultivos 
convencionales, en este caso las celulas tienden a ser notablemente mas gran-
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Figura 7.2: Colonias de células Vero cultivadas con metil celulosa al 2,5%. 
a)Imagen parcial de una celula gigante tomada con el microscopio de fuerzas 
atómicas (AFM). Las flechas indican dos núcleos dentro del citoplasma de una 
unica celula, b) Imagen de una celula tomada a mayor aumento. Las flechas 
senalan contactos intercelulares a traves de filopodios o microvellosidades

des. En un principio la diferencia es muy sutil, ya que pasan de un diametro 
promedio de alrededor de 30 ^m para los cultivos estandar, a un diúmetro de 
unas 35 ^m para aquellos con metil celulosa [Figs. 5.3 (a) y 7.3 (a) y (b)]. 
Pero a tiempos avanzados, muchas celulas aumentan llamativamente su úrea, 
llegando a valores de 500 ^m de diametro (Figs. 5.3 y 7.3). Es destacable que 
esto no constituye una excepciún, sino que la proporcion de celulas gigantes es 
mucho mayor, incluso duplica o triplica, la proporciúon de este tipo de cúelulas 
halladas en los cultivos en medio líquido.

La localizaciún de estas celulas, que como se menciono anteriormente apa
recen en forma relativamente precoz, es típicamente en la interfaz. Incluso las 
mediciones realizadas indican que estas cúelulas avanzan a la misma velocidad 
que el frente, por lo que es raro verlas ocupando el seno de la colonia.

En cuanto a la formaciúon de crecimientos tridimensionales, se observa un 
efecto parecido al determinado para los cultivos en mediio líquido, pero la 
formacioún tridimensional es mucho menos marcada: en forma cualitativa puede 
decirse que apenas se aprecia como una segunda capa de cúelulas sobre la 
monocapa inicial.

Una diferencia muy importante, incluso tal vez la mas llamativa junto al
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Figura 7.3: Histogramas que muestran la distribución de tamaños de células 
Vero en presencia de metil celulosa, a distintos tiempos de cultivo. Para una 
mejor visualización, en la columna de la izquierda se muestra la distribución 
hasta un valor de 104̂ m2 y en la derecha para tamanos que van de 104 a 
8 x 10 V m 2.
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desarrollo de células tan grandes, es la distribución relativa de estas respecto 
de las celulas de tamaños mas convencionales (no más de 50 ^m de diame- 
tro, como valor aproximado). Las celulas grandes tienden a distribuirse en al 
interfaz como grandes extensiones que asemejan un bloqueo para las celulas 
más pequenas. Estas sin embargo, tienden tambien a permanecer agrupadas, 
alcanzando la interfaz a traves de los espacios que quedan ocasionalmente 
formados entre la masa de celulas gigantes, dando la impresion de que estas 
actuaran como un bloqueo para el avance de las mas pequeñas [Fig. 7.1 (b)]. 
Este fenomeno, aparentemente extrano, ha sido observado en la formacion de 
diversas interfaces no biologicas y se lo conoce como pinning [21].

7.2. Análisis de los frentes lineales de 
crecimiento

Las experiencias realizadas en presencia de metil celulosa muestran que el 
crecimiento de las colonias continua con la misma cinetica de desplazamiento 
lineal, pero a una velocidad que es aproximadamente la mitad del valor que 
exhiben las mismas colonias en medio líquido, esto es una velocidad (v) =  
(0,13 ±  0,01) ^m/min, como se desprende de la pendiente de la gráfica (Fig. 
7.4) . Esto implica que la aparicion de celulas gigantes, y en proporciones 
mucho mas elevadas que en condiciones esrándar, no se ve reflejada en los 
valores de (h) ni en su relacián con el tiempo, ya que no se manifiestan cambios 
de cinetica, ni quiebres en la curva de velocidad (Fig. 7.4).

La dimensiáon fractal de estas colonias coincide con la hallada para medios 
de cultivo estándar mostrando un valor de df =  1,23 ±  0,05 independiente
mente del tiempo (Fig. 7.5). Esto significa que el agregado de la metil celulosa 
no modifica la estructura de las ramificaciones que caracterizan al frente de 
crecimiento.

Una vez corroboradas la fractalidad y la cinetica lineal de desplazamiento 
se prosiguio con el analisis de la rugosidad de los frentes de crecimiento. Te
niendo en cuenta los resultados obtenidos previamente para las celulas Vero 
y las celulas HeLa, el análisis de escalado dinamico se llevo a cabo sobre los 
contornos experimentales y corregidos, pero la determinacion del exponente a 
de rugosidad se realizáo, por simplicidad, directamente considerando la regiáon 
de l >  100 ^m, esto es, donde tanto datos experimentales como corregidos se 
solapan y convergen en una uánica curva.

Las curvas de rugosidad con el tiempo muestran claramente dos tipos de
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Figura 7.4: Variación de la altura media de desplazamiento del frente con el 
tiempo de crecimiento, en medio de cultivo con metil celulosa. Cada color 
corresponde a un experimento diferente.

Figura 7.5: Dimensión fractal del frente de una colonia de celulas Vero, en 
presencia de metil celulosa, calculada a partir del metodo del conteo de cajas, 
a distintos tiempos de crecimiento.
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Figura 7.6: Variación de la rugosidad del frente con el tiempo de crecimiento 
de las colonias en medio de cultivo con metil celulosa al 2,5%. Los datos 
corresponden a los valores promediados de las diferentes colonias.

comportamiento lineal. El primero de ellos se observa a tiempos iniciales y 
muestra una pendiente de 0, 33 ±  0,03, en acuerdo con los resultados obte
nidos en ausencia de metil celulosa (Capítulo 5). Sin embargo, para tiempos 
mayores a 2000 minutos la pendiente cambia a un valor de 0,75 ±  0,04. Este 
resultado, que corresponde al valor del exponente de crecimiento ¡3, muestra 
que la rugosidad aumenta a una velocidad mucho mayor que la inicial (Fig.
7.6) .

Por otra parte, las curvas de rugosidad para diferentes tamaños del frente 
exhiben una regióon inicial recta con una pendiente de 0,63 ±  0,05, corres
pondiente al exponente a de rugosidad, alcanzando la saturación a tamanos 
mayores como es de esperar para sistemas que no saturan en el tiempo (Fig.
7.7) . El analisis de la rugosidad en el espacio de Fourier muestra que las curvas 
del factor de estructura versus la frecuencia exhiben una regióon lineal en el 
rango de frecuencias que va de 0.02 a 1, con una pendiente de -2,26, que se
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corresponde con un exponente a =  0,63 ±  0,05 (Fig. 7.8). En consecuencia, 
se puede observar que los exponentes críticos a y 3, que definen el posible 
mecanismo de crecimiento, han aumentado significativamente respecto de los 
encontrados para colonias de celulas Vero y HeLa en condiciones de cultivo 
estandar. Esto implica que la presencia de la metil celulosa en el medio de cul
tivo ha afectado no solo los patrones morfológicos de la colonia y su velocidad 
de desplazamiento, sino tambien su mecanismo de crecimiento.

Con el nuevo set de exponentes se calcularon los colapsos para la relacion de 
escalado de Family-Vicsek (Fig. 7.9). Como puede observarse, las curvas tanto 
de rugosidad como de factor de estructura, muestran un buen colapso para los 
valores de a y 3 obtenidos independientemente, confirmando la existencia de 
un cambio de mecanismo de crecimiento.

7.3. Síntesis
Las colonias de celulas Vero creciendo en medio de cultivo en presencia 

de metil celulosa muestran una exacerbacion de la evolucion temporal de la 
distribucion de tamaños y formas a lo largo de las colonias. Esto se manifiesta 
principalmente por el gran número de celulas gigantes, varias veces mayores 
que las halladas en los cultivos en condiciones estandar.

La dinúmica de crecimiento de estas celulas tambien se ve afectada. La 
velocidad de desplazamiento disminuye a la mitad, respecto al medio sin metil 
celulosa, mientras que la velocidad con que cambia la rugosidad con el tiempo 
es mucho mayor. Esto queda de manifiesto a traves del valor del exponente 
de crecimiento 3 que pasa de un valor inicial de 0,33 a 0,75. El exponente 
de rugosidad tambien se ve incrementado, alcanzando el valor de 0,63. Estos 
nuevos exponentes indican que la dinúmica de crecimiento ha cambiado.
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Figura 7.7: Variación de la rugosidad con el tamaño del frente de la colonia, en 
medio de cultivo con metil celulosa al 2,5 %, a distintos tiempos de crecimiento.

Figura 7.8: Variacion del factor de estructura con la frecuencia. La línea recta 
de pendiente -2 ,26 se corresponde con un valor de a =  0,63.
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Figura 7.9: Colapsos de las curvas de rugosidad y de factor de estructura 
según las relaciones de escalado de Family-Vicsek (ecuaciones 2.12 y 2.22), 
para valores de a =  0,63 y 3 =  0,75. Se indican los tiempos de crecimiento de 
cada colonia.



Capítulo 8
Discusión

Los resultados expuestos a lo largo de los capítulos precedentes muestran, 
en primer lugar, que el crecimiento y desarrollo de las colonias de celulas Vero 
y HeLa no dependen del metodo de cultivo empleado. En todos los casos, las 
colonias se forman inicialmente a partir de un conjunto homogeneo de celulas 
morfológicamente similares. Estas celulas iniciales se acomodan en contac
to unas con otras sin dejar espacios vacíos pero formando una monocapa que 
respeta los límites intercelulares. Con el paso del tiempo, las colonias evolucio
nan hacia un marcado pleomorfismo, con una mayor distribucion de tamaños 
y formas celulares. La aparicion de celulas gigantes, celulas multinucleadas, 
el desarrollo de largos filopodios, y una variada distribucion de formas que se 
desarrollan en la región de la interfaz, lleva invariablemente a una disminu- 
cion de la densidad celular en esta region. Contrariamente, en el seno de las 
colonias se observa una progresiva disminución del tamano celular, hasta apro
ximadamente la mitad de su valor inicial. Estas pequeñas celulas, de forma 
redondeada y nócleos prominentes, se encuentran densamente acomodadas y 
evolucionan hacia la formacion de crecimiento tridimensional.

En cuanto a la forma de las colonias se observa que, cuando se desarro
llan espontaneamente a partir de pequenos agregados celulares, adquieren en 
un principio formas llamativamente arbitrarias, no pudiendo ser asociadas a 
ningun patron geometrico en particular (Fig. 5.15). La dinamica de estas pe
queñas colonias incipientes depende aparentemente de un proceso estocastico 
de duplicacion celular que, debido a la falta de posiciones preferenciales para 
la formacion de nuevas celulas, tiende a darle a la colonia una forma circular 
a medida que pasa el tiempo (Figs. 5.16 y 5.17).

El mayor efecto en el desarrollo y crecimiento de las colonias se observa
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con la adición de metil celulosa al medio de cultivo. La primer característica 
diferencial es el elevado numero de celulas gigantes, de tamaños dos o tres 
veces mayores que las celulas gigantes halladas en medio líquido. Una posible 
explicacion a este fenómeno es el incremento de la superficie de estas celulas 
en un intento de exponer mós receptores para capturar un mayor nómero 
de factores necesarios para el crecimiento y la supervivencia celular [33]. Es 
decir que la metil celulosa podría hacer mas difícil la llegada de estos factores 
a la superficie celular debido a que el transporte de material se encuentra 
disminuido por la viscosidad de la solucion, que es 25 veces superior a la del 
medio líquido, y por la estructura de la metil celulosa que forma canales en el 
medio. Sin embargo, no puede ignorarse el hecho de que las modificaciones de la 
rigidez de la matriz extracelular son suficientes para inducir la transformacion 
de celulas en cultivo. Como ha sido propuesto en la literatura, el uso de geles de 
matriz extracelular de alta rigidez altera la expresion de integrinas, incrementa 
el ensamblado de adhesiones focales y distorsiona la arquitectura tisular (Fig.
1.9) [51]. _

Las celulas gigantes comienzan a aparecen alrededor de 72 hs luego de 
incorporada la metil celulosa y se siguen observando en alta proporcioín hasta 
el fin de las experiencias, que duran aproximadamente el doble de tiempo 
que las experiencias equivalentes desarrolladas en condiciones estandar. Los 
dominios de cíelulas gigantes se ubican principalmente en la interfaz de la 
colonia y se caracterizan por estar distribuidos formando “pasillos” para el 
avance y formación de las celulas mas pequenas(Fig. 7.1).

La cinetica de expansion de las colonias muestra una fuerte dependencia 
con el nómero de celulas. El radio de una colonia formada por un pequeño 
nómero de celulas se incrementa exponencialmente con el tiempo, pero una 
vez alcanzada una cierta poblacion, continua creciendo a velocidad constan
te [30,93,101]. Esta transicion en el regimen de desplazamiento concuerda 
con ciertos modelos computacionales que indican la existencia de tres fases 
de crecimiento (ecuación 5.8). Según el modelo propuesto [93], existiría una 
primer etapa de crecimiento difusional que sigue un regimen de ley de po
tencias con la raóz cuadrada del tiempo, seguido de una etapa de transición 
exponencial hasta alcanzar finalmente un róegimen lineal de desplazamiento a 
velocidad constante. La aparicion de este efecto de retardo estaría asociada 
al efecto de inhibicion por contacto de la division celular a medida que la po- 
blacion se incrementa. Segun este modelo, la seccion transversal de la colonia 
podría ser dividida entones en dos regiones: una central de celulas quiescentes 
y un anillo exterior, de un cierto radio efectivo AR, donde se lleva a cabo la 
duplicación celular contribuyendo a la expansión de la colonia [93]. El ajuste
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de nuestros datos experimentales muestra una coincidencia muy buena con el 
modelo teórico, teniendo en cuenta los errores experimentales (Fig. 5.29). Sin 
embargo, la fenomenología del crecimiento de las colonias difiere de las supo
siciones del modelo. Los experimentos muestran que la transición del regimen 
de exponencial a lineal aparece acompanada de importantes cambios en las 
características de las colonias como son: (i) el cambio del frente de crecimien
to desde una morfologóa arbitraria a una casi circular a medida que crece la 
población (Fig. 5.16); (ii) una disminucion en el tamaño celular desde la peri
feria hacia el seno de la colonia (Fig. 5.21 ); (iii) la aparicion gradual de celulas 
gigantes, principalmente en la región de la interfaz (Figs. 5.16 y 5.18); (iv) la 
formación de crecimiento tridimensional en el seno de la colonia (Fig. 5.18). 
Mas aun, la proliferacion celular, de acuerdo con la marcación del antígeno 
nuclear PCNA, ocurre en todo el dominio la colonia (figuras 5.27 y 6.3). En 
consecuencia, el enlentecimiento del desplazamiento de los frentes de creci
miento, que había sido adjudicado hasta ahora al proceso de inhibicion por 
contacto [30,93], involucra en realidad un número importante de fenomenos 
cooperativos y de interacciones biologicas y fisicoquímicas mucho mós comple
jas, ya que si bien el frente de las colonias tiende a desplazarse linealmente, la 
población aparentemente sigue creciendo exponencialmente (Figs. 5.25, 5.26 
y 5.28).

A pesar de la complejidad de factores que influyen en el desplazamiento de 
las colonias, la velocidad de desplazamiento alcanza siempre un valor constante 
que depende de la naturaleza de las celulas (Vero o HeLa) pero tambien de las 
propiedades del medio: la presencia de metil celulosa muestra claramente que 
la velocidad de desplazamiento de las colonias de cóelulas Vero disminuye a la 
mitad. En este ultimo caso, no estó todavóa establecido si el efecto proviene 
del aumento de la viscosidad del medio, de un cambio en la interaccioón cóelula- 
sustrato, dado que la regióon de la cóapsula de Petri por donde avanza la colonia 
esta cubierta por metil celulosa, o de una disminucion marcada en la tasa de 
reproduccion de celulas cuando el medio de cultivo contiene metil celulosa. 
Si bien el estudio de estos efectos escapa al objetivo del trabajo de tesis, lo 
importante a destacar es que las colonias siempre se expanden a velocidad 
constante a partir de un cierto punto de “confluencia” , permitiendo entonces 
la aplicación de la teoría de escalado dinamico, y la obtencion de los exponentes 
críticos, que permitan establecer el posible mecanismo de crecimiento.

Cuando los frentes de las colonias han alcanzado una cierta poblacióon, de 
alrededor de 1000 celulas, independientemente del patron geometrico, esto es, 
circular o lineal, las colonias se expanden a velocidad constante y la dinóamica 
de crecimiento puede ser analizada segón la teoría de escalado dinamico, a
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pesar de las diferencias entre el sistema experimental y los modelos teóricos. 
Los modelos de crecimiento de fases condensadas se basan generalmente en 
sistemas de partículas puntiformes, que llegan desde el exterior del sistema 
para depositarse sobre la fase en crecimiento. Por el contrario, una colonia 
de celulas esta compuesta de unidades de tamaños del orden de decenas de 
micrones y el crecimiento de las colonias se desarrolla por duplicación celular 
desde la propia colonia, y no por la llegada de partóculas desde el exterior. 
Mas aun, el crecimiento se ve afectado tambien por la desercion ocasional de 
celulas, particularmente en los dominios tridimensionales que se van formando 
en el seno de la colonia, dado que es de esperar que la energía de interaccion 
(adherencia) entre celulas sea menor que la correspondiente a la de una celula 
con el sustrato [102-105]. Las celulas que se desprenden de la colonia contimóan 
creciendo y forman nuevas colonias que con el tiempo contactan la colonia 
original y forman parte de ella. Esta imagen del crecimiento de las colonias 
contrasta con la idea de que el avance de los frentes se produce uónicamente 
por division celular en la interfaz, como en el caso sencillo del modelo de Eden 
[28,66]. Por otra parte, las imógenes obtenidas en tiempo real del movimiento 
de las cóelulas en el frente muestran que las cóelulas no difunden hacia las 
concavidades del mismo, lo cual implica que el crecimiento de las colonias no 
puede ser explicado por medio del modelo MBE, tal cual lo propuesto por 
otros autores [30].

Los datos experimentales revelan ademaós nuevas variables para un modelo, 
como la distribucióon de tamanños y formas celulares a lo largo de la colonia, el 
cambio de tamaño que exhiben los sistemas con el tiempo y la presencia de 
salientes laterales, entre otras. Estas caracterósticas muestran que los sistemas 
celulares, auón los móas simples como puede ser una colonia celular en cultivo, 
estón mas alló del marco simplificado de los modelos clasicos de crecimiento, 
y al presente muestran los inconvenientes que han surgido para obtener una 
imagen acabada de la dinóamica de crecimiento de las colonias, a pesar de los 
esfuerzos llevados a cabo por distintos autores [93,106,107].

El analisis fractal de los perfiles de las colonias, tanto radiales como li
neales, en presencia o ausencia de metil celulosa, muestra que son estructuras 
autoafines. El calculo de la dimension fractal realizado por el metodo del con- 
teo de cajas arrojo un valor de df entre 1,20 y 1,25; valores coincidentes dentro 
del error estimado de ±0,05 (Figs. 5.9, 5.30, 6.9 y 7.5), independientemente 
del tiempo y de la presencia o no de salientes laterales. Sin embargo, debe 
tenerse en cuenta que, debido a la presencia de estas últimas, los perfiles de 
los frentes de crecimiento no son estrictamente autoafines desde el punto de 
vista de una funcion monovaluada [21].



151

El estudio de la evolución de la rugosidad del frente de las colonias con 
el tiempo de crecimiento y la distancia del frente, muestra datos coincidentes 
para frentes circulares y lineales. Esto permite confirmar, por primera vez, 
la validez de la aplicación del metodo y de sus resultados a un sistema cir
cular. Asimismo, el anólisis realizado comparando los datos obtenidos de los 
contornos experimentales y corregidos por la presencia de salientes, permiten 
validar la aplicacion de los modelos a partir de una cierta distancia crítica, 
esto es, una distancia a partir de la cual la presencia de salientes no influye 
sobre el valor de la rugosidad del frente considerado. Dado que el valor de esta 
distancia esta en el orden de, a lo sumo, 3 o 4 celulas, es perfectamente admi
sible que la rugosidad del frente de cualquier colonia, de geometróa circular o 
lineal, es independiente de las salientes formadas por algunas pocas cóelulas del 
propio frente, permitiendo la aplicacioón correcta de las ecuaciones de escalado 
dinóamico al sistema biolóogico.

En el caso del crecimiento de las colonias en medio de cultivo estaóndar, 
la dependencia de la rugosidad de los frentes de las colonias con el tiempo 
de crecimiento (Figs. 5.10 (a), 5.31 (a) y 6.10) permite obtener un exponente 
de crecimiento 3 =  0,33 ±  0,04, que es independiente de la geometría del 
sistema y del tipo de celula considerada. Por otra parte, la comparacion de 
los gráficos de rugosidad a diferentes tamaños del frente de crecimiento, de 
datos experimentales y corregidos, muestra que se solapan para valores de 
l superiores a una longitud crítica, que crece con el tiempo, y determina el 
tamaño de la colonia a partir del cual la dinamica se vuelve prácticamente 
insensible a la presencia de salientes laterales. El efecto opuesto se observa para 
fracciones del frente menores a este valor crítico. Por lo tanto, la influencia de 
las salientes laterales sobre el frente de crecimiento disminuye a medida que 
la fraccion aumenta y la rugosidad de la colonia se aproxima a la rugosidad 
propia de un perfil sin salientes o monovaluado. El incremento del valor de 
la longitud crítica puede entenderse como un incremento en la densidad de 
salientes laterales a medida que la rugosidad de la colonia crece con el tiempo.

El analisis de los gráficos de rugosidad que resulta de los datos corregidos 
por sus salientes muestra una región inicial, para l entre 10 y 30 ^m, que 
escala con un exponente a' =  0,85 ±  0,05; independientemente del tiempo 
y del procedimiento experimental. Este exponente de rugosidad, relacionado 
con tamanos del orden de unas pocas celulas promedio, puede ser asociado 
con la rugosidad ocasionada por fluctuaciones de la membrana celular o la 
aparición esporádica y aleatoria de una saliente lateral. Esta saliente lateral 
resulta producto del estiramiento de la membrana plasmatica o la aparición 
de una nueva cóelula en una posicióon lateral, por duplicacioón de una cóelula
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vecina. Sin embargo, este exponente de rugosidad no puede ser relacionado con 
el crecimiento global de la colonia debido a que corresponde a cambios muy 
locales del frente, que comprenden una distancia de 3 o 4 celulas, no siendo este 
dominio representativo de la colonia. Esto implica que a' no puede ser asociado 
con la clase universal o modelo de crecimiento de la colonia propiamente dicha, 
como había sido propuesto en la literatura, llevando a la interpretación de otra 
clase universal [30,75].

Por otra parte, cuando se analizan estos gráficos dentro del dominio de la 
colonia, es decir para valores de frentes mayores a 100 ^m, se observa que las 
curvas presentan una subida suave que tiende a un valor límite de rugosidad 
que crece con el tiempo (Figs. 5.12, 5.33 y 6.12). Esta tendencia confirma que 
el crecimiento de la colonia no ha alcanzado la condicioón de saturacióon en el 
tiempo. Sin embargo, para valores del tamaño del frente en el rango de 150 
a 1100 ^m, las curvas tienden a aproximarse a una pendiente cercana a 0,5 
que se hace móas marcada a tiempos avanzados, como es de esperar para un 
sistema que correlaciona. Los calculos de factor de estructura para los frentes 
de las distintas colonias muestran una regióon de decrecimiento lineal, en el 
rango de frecuencias de 0.02 a 1, con una pendiente que se aproxima al valor 
de -2, correspondiendo a un valor de a =  0,50 (Figs. 5.13, 5.34 y 6.13), valor 
que es independiente del tiempo y del procedimiento experimental empleado. 
Como hemos visto, este set de exponentes, ¡3 =  0, 33 y a =  0, 5 satisface la 
relación de escalado de Family-Vicsek (Figs. 5.14, 5.35, 6.14 y 6.15).

En base a estos resultados, se puede establecer que el crecimiento de colo
nias celulares en medio de cultivo estóndar puede explicarse segun el modelo 
de crecimiento de interfaces propuesto por Kardar, Parisi y Zhang, es decir, 
el crecimiento de las colonias pertenecería a la clase universal KPZ [69].

Como se mencionóo en el capótulo 2, la ecuacioón de Kardar, Parisi y Zhang 
para el crecimiento de una colonia autoafín bajo un regimen de velocidad 
constante comprende tres contribuciones: un termino lineal, un termino no 
lineal y un tóermino estocaóstico.

vV 2h +  l (V / i ) 2 + n W )  (8.1)

El primer tóermino a la derecha de la ecuacióon es el tóermino lineal que 
representa la relajación superficial, que tiende a producir un suavizado de la 
superficie. Este termino involucra un coeficiente de tensión superficial v , que 
contribuye a la formacióon del perfil disminuyendo las irregularidades y por lo 
tanto cambiando el valor promedio de la altura de las protrusiones. El segundo 
tóermino, no lineal, contribuye al incremento del óarea de crecimiento lateral



153

de las protrusiones. En este caso, el crecimiento lateral de las protrusiones 
(A > 0), dado por duplicaciones, deformaciones o desplazamientos celulares, 
incrementa la altura promedio de los frentes. El tercer termino corresponde al 
ruido gaussiano, n(x,t),  y se relaciona con la distribución al azar de celulas en 
división. Este proceso se caracteriza por la duracion promedio del ciclo celular, 
que depende de un gran nómero de variables que escapan a alcance de este 
trabajo.

Es interesante destacar que los resultados experimentales coinciden con las 
predicciones del modelo de autómata celular sobre una retícula irregular [64], 
en el cual tienen en cuenta que los efectos de la divisióon celular y la presióon 
ejercida por las propias celulas lleva a la migración celular [64,93,94]. Este 
modelo supone que la división celular no esta restringida a la region del frente 
de la colonia y que la migración celular esta desencadenada por la division 
de una de ellas con el fin de minimizar el estrés mecanico en la vecindad. Si 
bien las descripciones modelísticas muchas veces no coinciden con la realidad, 
en este caso, tanto modelo como experiencia son consistentes en asignar la 
dinamica de crecimiento a la clase universal KPZ, la cual implica que el avance 
del frente de la colonia contiene un aporte de crecimiento lateral. Por otra 
parte, es importante remarcar que las dos Eneas celulares analizadas en este 
trabajo presentan dinóamicas de crecimiento similares, a pesar de su diferente 
naturaleza tumoral. Mas aun, las celulas de la lónea Vero provienen no solo 
de un tejido renal no neoplóasico, sino que, como se ha mostrado aquó, son de 
origen mesenquimótico (Fig. 5.1) de una especie no humana (Ceercopithecus 
aethiops), mientras que las celulas HeLa, provienen de un carcinoma de cuello 
uterino, de origen humano.

Ahora bien, cuando el medio de cultivo se modifica, sin alterar otras condi
ciones fisicoquímicas aparte de la viscosidad, el analisis de escalado dinamico 
de los frentes de crecimiento muestra que la rugosidad crece mucho móas róapido 
con el tiempo para estos sistemas, alcanzando un exponente de crecimiento 
3 =  0,75 ±  0,05, a pesar de que la velocidad de desplazamiento de la colonia 
se encuentra disminuida a la mitad de su valor original. Asimismo, el expo
nente de rugosidad alcanza un valor de a =  0,63 ±  0,02, valores ambos que 
son confirmados por el buen colapso de las curvas de rugosidad y de factor de 
estructura correspondientes (Fig. 7.9). De ello se desprende que la dinamica 
de crecimiento ha sido modificada. Comparativamente, el elevado valor de 3 
indica que el aumento de la rugosidad del frente de crecimiento ocurre muy 
rápidamente, por encima de lo esperado para una simple dinamica de Kar- 
dar, Parisi y Zhang. Esto puede ser una consecuencia del hecho de que parte 
del frente de crecimiento se encuentra obstaculizado en ciertas regiones donde
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Figura 8.1: Esquema del proceso de “pinning” de una porción de ancho l de 
la interfaz. Las impurezas locales se representan como flechas pequeñas que 
se oponen al movimiento de la interfaz, actuando en contra de la fuerza de 
desplazamiento F , y de las fuerzas eMsticas generadas por la curvatura local 
de la interfaz.

Figura 8.2: Transición pinnig-depinning de una partícula unica en un plano 
(en este caso la partícula esta representada como una celula). a) La partícula 
sufre el efecto de dos fuerzas que actuóan en direccióon contraria: la fuerza F  de 
avance y la fuerza Fc de frenado. b) Velocidad de la partícula como función 
de la fuerza de avance F.

aparecen significativas fuerzas de frenado ( “pinning” ), mientras que en otras 
partes avanza sin mayor resistencia (Fig. 8.1). En este caso, aparece una com
petencia entre una fuerza de frenado Fc y la fuerza F  de avance del sistema 
en crecimiento. La interfaz aparece frenada cuando F  < Fc, y se mueve a 
velocidad constante cuando F > Fc. Esto es lo que en el campo de la física de 
las interfaces se conoce como transicion “pinning-depinning” (Fig. 8.2).

Un hecho interesante es la presencia de un valor de ¡3 de 0,33 durante las
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primeras 24 horas de cultivo en medio con metil celulosa. Esto implica que el 
proceso de frenado del sistema no es inmediato, sino que lleva un tiempo su 
aparición. Una posibilidad, de acuerdo a las imagenes obtenidas, sería adju
dicar el proceso de “pinning” a las celulas gigantes que aparecen en el frente 
luego de un cierto tiempo de cultivo en presencia de metil celulosa, de forma 
tal que cuando todavía no se han formado, la dinamica sigue el proceso clasico 
descripto por la ecuación 2.32 y por lo tanto se obtiene el valor de 0,33. Sin 
embargo, no se observan cambios en la velocidad de desplazamiento de la colo
nia cuando aparecen las celulas gigantes. Es mas, medidas realizadas sobre el 
desplazamiento de las celulas gigantes y las celulas mas pequeñas del cultivo, 
indican que ambas se mueven con la misma velocidad. Esto hace pensar enton
ces que el efecto proviene de la presencia de la metil celulosa, la cual, si bien 
es inerte respecto al desarrollo de las celulas en el cultivo, pondría de alguna 
manera un freno al avance de la colonia y el desarrollo de la rugosidad del 
frente. De hecho, la metil celulosa tiene la particular propiedad de que a bajas 
temperaturas es soluble y actuóa como espesante del medio y al aumentar la 
temperatura comienza a solidificar funcionando como un gelificante. Estudios 
experimentales [108] sobre la estructura de la metil celulosa en agua han pro
puesto la formacióon de una compleja red consistente en dominios hidrofóobicos 
unidos por cadenas de tamano del orden de 10000 g mol-1 .

En todo caso, el conjunto de exponentes críticos resultantes del crecimiento 
de las colonias de celulas Vero en presencia de metil celulosa, corresponde a los 
esperados para un proceso donde la la dinaómica de crecimiento ha cambiado 
desde KPZ (a =  0, 5; 3 =  0, 33) a tiempos iniciales, a valores significativamen
te superiores, cuando el tiempo de crecimiento de la colonia es suficientemente 
largo como para que la presencia de metil celulosa tenga efecto sobre el desa
rrollo de la interfaz. Los valores de a =  0,63 y 3 =  0, 75 son los esperados 
para un sistema que crece bajo la influencia de un proceso de “frenado” a nivel 
local. En este caso se habla de que existe un “ruido” extinguido ( “quenched 
noise” ), esto es, el “ruido” n(x, t), que en la ecuación de KPZ es el que genera 
la rugosidad y expresa un crecimiento al azar en el tiempo, en el caso de la 
existencia de obstóaculos en el frente de crecimiento, es reemplazado por un 
ruido n(x, h) que es ahora funcion del lugar donde ocurre. Esta forma de ruido 
expresa un fenomeno físico claro, por ejemplo, cuando un líquido penetra en 
un medio poroso y encuentra resistencias locales para su movimiento que no 
cambian explícitamente con el tiempo sino con la posicion. Las simulaciones 
teóricas de tales procesos muestran que la rugosidad de la interfaz aumenta 
con mayor velocidad, dando exponentes de crecimiento del orden de 0,7-0,8, 
reflejando que parte de la interfaz se encuentra obstaculizada en ciertas re-
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Figura 8.3: Esquema de la misma interfaz representada en la figura 2.20 pero 
creciendo en un medio desordenado. Los círculos sombreados representan la 
distribución aleatoria de los obstaculos ( “pinning” ).

giones a causa de una gran resistencia para el avance de la misma [109]. En 
consecuencia, la ecuacion de KPZ puede ser modificada como

=  vV 2h +  ^ (V h )2 +  n(x, h) (8.2)

En este caso, el termino n(x, h) incluye el ruido producido por la hetero
geneidad (o “desorden” ) del medio (Fig. 8.3). De este modo el termino co
rrespondiente al ruido propio de las fluctuaciones debidas a la aparición de 
celulas y deformaciones de membrana en el frente de la colonia, n(x,t), se 
transforma en un “ruido” n(x, h), que depende de la posición y no varóa con el 
tiempo. La aparicion de efectos de “pinning” ha sido considerada tambien en 
modelos denominados de “depinning” auto-organizado (self-organised depin- 
ning o SOD) en los cuales el avance de la interfaz ocurre en los puntos donde 
la perturbacioón es la mónima del frente de crecimiento. Esta clase universal 
ha sido hallada para interfaces que, siguiendo una dinamica de tipo KPZ, han 
sido sometidas a un bloqueo local del crecimiento [21,83-85].

La aparicióon de este fenóomeno en el crecimiento de las colonias de cóelulas 
Vero abre una nueva perspectiva para el estudio de sistemas neoplasicos, dado 
que surge la posibilidad de modificar la dinóamica de crecimiento celular por 
la presencia de una sustancia no toxica.
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Conclusiones

A través de los capítulos anteriores hemos demostrado que es posible es
tudiar el crecimiento de colonias de líneas celulares mediante la aplicación de 
la teoría del escalado dinamico. Este resultado no es trivial dado que exis
ten varios factores que podrían haber llevado a resultados poco satisfactorios, 
como el que tradicionalmente se conoce como “variabilidad biologica” . Resul
ta realmente impactante observar que celulas de tan variados orígenes, como 
son la línea Vero, de origen renal proveniente del Ceercopithecus aethiops y la 
línea HeLa, con origen en el cáncer de cuello uterino de una mujer, presen
tan un comportamiento similar y altamente reproducible, al punto de poder 
ser descripto mediante un modelo matemítico inicialmente desarrollado para 
sistemas de partículas. Pareciera ser entonces que el crecimiento de las co
lonias no depende de las características particulares de las celulas sino del 
comportamiento colectivo y cooperativo que mantienen.

El desarrollo de metodologías adecuadas para el crecimiento de colonias 
con frentes de distinta geometría, permitio contrastar una teoría, desarrollada 
para sistemas lineales con frentes de crecimiento sin protuberancias, con el 
sistema experimental que involucraba una geometría radial, morfología que 
naturalmente exhibe una colonia de celulas durante su crecimiento. Muchos 
autores, la mayoría de ellos investigadores teoricos, habían discutido vasta
mente, como ha sido mencionado anteriormente, sobre la factibilidad de la 
aplicacion o no del escalado dinamico a sistemas de tamaño creciente. Los da
tos experimentales aquí presentados han resultado muy claros en cuanto a que 
las colonias de celulas con frente radial no solo satisfacen las leyes de escalado, 
sino que ademas lo hacen siguiendo las mismas leyes que para un sistema con 
frente lineal.
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La existencia de salientes o protuberancias en el frente de un sistema en 
crecimiento es frecuentemente obviado en los analisis teóricos, lo cual presen
ta ciertamente una limitación cuando se intenta estudiar un sistema real. Los 
resultado expuestos muestran que tal complicación en el analisis de escalado 
dinamico de las colonias celulares resulta inexistente cuando el tamaño del 
sistema alcanza un valor crítico que se lo puede relacionar con la diferencia
ción entre lo que es un “dominio” de la membrana celular y lo que es un 
“dominio” de la colonia. Esta otra variable permite por lo tanto, mas alla de 
una cierta longitud crítica, corregir los contornos de la colonia, eliminando las 
“entrantes“, y aplicar correctamente la metodología de escalado dinamico.

El modelo de crecimiento, o clase universal, desarrollado por Kardar, Parisi 
y Zhang y establecido para diversos sistemas no biologicos, resulta ser tam- 
bien el seguido por las colonias de celulas estudiadas. Esto permite afirmar 
que la expansion de una colonia de celulas, que se desplazan con una veloci
dad constante, ocurre a partir del desarrollo de un perfil cuya rugosidad se 
incrementa con el tiempo siguiendo una ley de potencias con un exponente 
de crecimiento 3 =  0, 33. El incremento de la rugosidad tiene entonces lugar 
a traves del avance y crecimiento del frente con expansión lateral debido a 
la formacion de nuevas celulas, y no por difusion de celulas del frente hacia 
sectores mós coordinados (concavidades) como había sido propuesto anterior
mente. Las mediciones in situ del crecimiento de las colonias confirman este 
hecho, ya que el seguimiento fotográfico por mas de 72 hs no muestra ninguna 
cóelula difundiendo hacia una concavidad, sino simplemente avanzando en la 
direccioón de crecimiento del frente.

La posibilidad de modificar el modo de crecimiento de una colonia celular, 
es decir que crezca con otra dinóamica, mediante el simple agregado de una 
sustancia no toxica, como es la metil celulosa, al medio de cultivo abre nuevas 
perspectivas al estudio del crecimiento de sistemas biolóogicos. Esto implica, 
por ejemplo, la posibilidad de inducir en forma local modificaciones en la 
dinamica de expansion de tejidos normales o patologicos, permitiendo que un 
tejido especifico se vea mas o menos afectado por la presencia de un modulador, 
segun sea un tejido que se pretende preservar o destruir.

Una perspectiva interesante resulta tambien la de poder emplear el calculo 
de la dimensioón fractal y la aplicacióon del escalado dinóamico a imaógenes obte
nidas por metodos complementarios de diagnostico. Tales aplicaciones podrían 
ser la prediccióon de un comportamiento y la estadificacioón de una patologóa, la 
seleccioón de un tratamiento sobre otro o el estudio de la respuesta al mismo, 
entre otras.
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La pregunta final y lógica que subyace en este trabajo es: ¿que aporta 
dentro del campo específicamente medico el conocimiento de los fenómenos 
estudiados?. Hemos hablado de fractalidad, escalado y rugosidad, terminos 
que no son comunes en el campo de la medicina, y a traves de ellos intentado 
explicar como crecen colonias de celulas inmortales. El problema del cáncer 
puede ser mirado de diferentes formas: la busqueda de metodos cada vez más 
efectivos para extirpar o matar a los tumores; la busqueda de los mecanismos 
que a nivel molecular regulan su crecimiento, con el fin de modificarlos; la 
busqueda de las leyes fisicoquímicas que regulan el desarrollo de la superfi
cie o interfaz del tumor, para ver la posibilidad de controlar o modificar su 
dinamica de crecimiento, la cual lágicamente incluye el desarrollo de vascu- 
laturas. En este sentido, aunque se conocen los actores principales a nivel 
molecular del proceso de angiogenesis, los principios físicos que determinan 
la morfología global de la red vascular en los tejidos tumorales no es todavía 
conocida. Allí es donde entran a jugar los conceptos de desarrollo de estructu
ras fractales y de cuan “rugosa” es la estructura, que factores la determinan 
y como es el proceso a traves del cual se desarrolla. Evidentemente, desde el 
punto de vista biologico, no es posible actualmente trabajar sobre estructuras 
de tumores ex situ, que por otra parte al ser objetos tridimensionales requie
ren un tratamiento matematico mucho mís complejo, pero sí es posible tomar 
como modelo inicial a un cultivo de celulas tumorales y ver si hay forma de 
encontrar principios físicos y leyes que permitan describir el fenomeno y even
tualmente aporten herramientas para el control o modificacion del desarrollo 
de los mismos. En este sentido, el empleo de relaciones de “escalado” en lo 
que respecta a como se desarrolla la “rugosidad” del frente de las colonias, 
ha permitido encontrar que los bordes de las mismas siguen una dinamica de 
crecimiento que se puede sintetizar en una ecuacion matematica (KPZ) que 
contiene parámetros que esrán relacionados con procesos físicos específicos. 
La posibilidad de modificar estos parámetros o de alterar este proceso natural 
por cambios en el entorno, permiten ver mas alla del simple caso de cultivos: 
abre la posibilidad de avanzar en el desarrollo de modelos y experimentos que 
permitan alcanzar el manejo de las superficies de los tumores y de esa manera 
controlar su interaccioín con el medio circundante.





Capítulo 10
Apéndices

10.1. Apéndice I: Transformada de Fourier

10.1.1. Aproximación intuitiva

El Teorema de Pitágoras nos dice que dado un triángulo rectángulo, el 
cuadrado de la hipotenusa es igual a la suma del cuadrado de los catetos:

h2 =  a2 +  b2 (10.1)

donde h es la hipotenusa, a es un cateto y b es el otro. Una de las ventajas 
principales de este importante teorema es que permite descomponer el vector 
h(x, y), que representa a la hipotenusa enmarcada por un eje de coordenadas, 
en dos componentes a(x, 0) y b(0,y). Esto es así pues los catetos tienen la 
propiedad de ser ortogonales o perpendiculares, como se muestra en la figura
10.1.

Este teorema no se encuentra restringido ánicamente al caso de dos di
mensiones, ni al caso de vectores. Es posible plantearlo en forma generica 
para vectores o funciones de cualquier tipo y dimensián, llegándose a la for
ma generalizada del teorema de Pitagoras: si {gi}ij=1 es un conjunto ortogonal 
de funciones en el espacio vectorial E , cualquier combinacián lineal finita de 
elementos del conjunto satisface la condiciáon

T  an9n< II'2 =  T  a f  Bín. II2 (10.2)
i= 1 i= 1
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Figura 10.1: Representación de un triangulo rectagulo como un vector, en un 
espacio vectorial de dimensión 2.

Es decir que para una función (o vector) de dimensión n, la suma del cua
drado de cada una de sus componentes en cada direccióon es igual al cuadrado 
de la funcion (o vector) original. Podría decirse entonces que se realiza una 
especie de “Transformada de Pitógoras” de la funcion original.

El hecho de poder trabajar con las componentes ortogonales brinda la 
ventaja de trabajar con sistemas linealmente independientes, situacion que 
facilita significativamente los calculos.

La transformada de Fourier de una función es algo bastante parecido a 
lo que se mencionoó anteriormente, aunque matemaóticamente un poco móas 
compleja. Simplemente se busca descomponer una función en sus componen
tes ortonormales (es decir ortogonales y de modulo igual uno) para facilitar 
el tratamiento de esa funcioón. Finalmente, aplicando la antitransformada de 
Fourier, se recupera la funcióon original.

10.1.2. Representación de funciones mediante 
conjuntos ortonormales. Coeficientes de 
Fourier.

Sea [gí}i=i una familia ortonormal de elementos de E , y sea f  una funcion 
E E . El objetivo es encontrar una combinacion lineal de elementos de {gí}íj=l , 
tal que de alguna manera represente a la funcion f . Para ello se establecen las 
siguientes condiciones:

1. Se denominan coeficientes de Fourier de f  respecto del conjunto orto-
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normal {gí}íj=1 a los números reales:

C =  ( f , g í ) = Í f (x)gí(x)dx (IO.3)
J a

2. Se denomina n—esima suma parcial de Fourier de f , asociada al conjunto 
ortonormal {gí}í¡=1 a: n

Sn =  ^  Cígí (10.4)
i=1

Es posible demostrar que una suma parcial de Fourier de f , asociada a 
una familia ortonormal de funciones en E, da una mejor aproximación a f  que 
cualquier otra combinacion lineal de los n primeros elementos de la familia, y 
que la aproximacion mejora cuando crece n.

10.1.3. Definición formal
Si f  es una funcion integrable, en el sentido de la integral de Lebesgue, de 

tal modo que en cada intervalo finito de la recta real se cumple que

|f(x)|dx < ro (10.5)

entonces se cumple que

F  (w) =  2n
f  (x)eíwxdx (10.6)

La funcion F (w) es la transformada de Fourier de f  (x) y a su vez f  (x) 
se denomina antitransformada de Fourier de F(w), lo que permite volver a la 
función original.

Aplicando la fórmula de Euler

eíwx =  cos(wx) +  i sin(wx)1 (10.7)
a ecuacion 10.6 puede escribirse de la siguiente manera:

F  (w)
1

2n f  (x)[cos(wx) +  i sin(wx)]dx (10.8)

Esta es la forma continua de representar a una funcióon como la suma 
infinita de senos y cosenos. De este modo, la transformada de Fourier permite 
representar en base de frecuencias (bases de Fourier - sumas de senos y cosenos) 
una señal que originalmente esta representada en las bases del espacio o el 
tiempo.
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10.1.4. Representación de señales discretas en el 
dominio de la frecuencia.

Se entiende por señal discreta a aquella señal definida sólo para ciertos 
instantes de tiempo.

Matemáticamente se define una secuencia discreta como:

yn =  y-i,y -i+ i, . . . ,y-i,yo,yi,y2, ...,yk (10.9)

para k,i > 0
Así como se analizan las senales continuas en el dominio de la frecuencia, 

tambien las senales discretas pueden ser representadas en dicho dominio. Para 
obtener una descripcián espectral de una senal discreta en el dominio de la 
frecuencia, como es el caso que se analiza en este trabajo de tesis, se utiliza la 
transformada de Fourier para senales discretas. Sea y(n) la muestra n—esima 
de la senal en el dominio del tiempo o del espacio, e y(k) la muestra k—esima 
de la senal en el dominio de la frecuencia. Entonces se define la Transformada 
Discreta de Fourier como:

N -1
Y  (k) =  ^  y(n)eink N ,k =  1 ,2,. . . ,N — 1 (10.10)

n=0
y la transformada inversa discreta de fourier se puede expresar como

i N- 1
Y  (n) =  y(k)e-ink N ,n  =  1 ,2 ,...,N  — 1 (10.11)

N k=0
Así se obtiene una forma de transformar una senal experimental discreta 

la forma espectral de Fourier, sin la necesidad de contar con una funcion 
matematica continua, más típica de un desarrollo teárico.

10.2. Apéndice II: Breve desarrollo de las 
reglas basicas de simetría.

1) Invarianza ante traslaciones en el tiempo.
La ecuacion de crecimiento no debería depender de la definicián del origen 

del tiempo. Por tal motivo se dice que la ecuaciáon debe ser invariante ante 
una transformacián de tipo t ^  t +  Ai.
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Ejemplo: si se tiene un término que va con el cuadrado del tiempo (t2), 
ante una traslación temporal, este termino se convierte en (t +  A i)2. Como la 
ecuación es invariante con el tiempo, y dado que el cuadrado de un binomio 
aporta un termino mas, t2 queda excluido de esta ecuación de crecimiento. En 
cambio dh/dt es invariante ante traslaciones temporales ya que dh/d(t+A t) =  
dh/dt (esto es así porque la derivada del termino constante At =  0).

2) Invarianza de traslacion en la direccion de crecimiento.
La ecuacion de crecimiento del sistema no debería depender del sitio don

de se define h =  0. De este modo, la ecuacion debería ser invariante ante la 
traslacion h ^  h +  Ah. Esta regla de simetría descarta la dependencia de G 
con la posicion, de modo tal que la ecuación debe construirse a partir de com
binaciones de Vh, V 2h ,, V nh (en forma generica, el operador V nh representa 
la derivada n-esima de h).

Ejemplo: si se tiene el termino h2, bajo una traslacion en h se convierte 
en (h +  A h)2, por lo que h2 debe ser excluido de la ecuacion. Por el contrario 
V (h +  Ah) =  Vh, por lo que este termino sobrevive a la transformación.

3) Invarianza de traslacion en la direccion perpendicular a la direccion de 
crecimiento.

La ecuacion no debería depender del valor de x. Así, se obtiene la simetría 
x ^  x  +  Ax.

Ejemplo: si se tiene un termino de x2 en la ecuacion de crecimiento, bajo 
una traslacion en x se convierte en (x +  A x)2, por lo que debería ser excluida 
de la ecuacion de crecimiento. Por el contrario,dh/d(x +  Ax) =  dh/dx, por 
lo que Vh sobrevive a esta transforaciín. De forma similar la forma funcional 
dn/d x n con n > 0 obedece a esta simetría

4) Simetría de rotacion e inversion sobre la direccion de crecimiento normal 
n.

Estas reglas descartan las derivadas de orden impar en las coordenadas, 
excluyendo vectores como Vh, V (V 2h), etc. Esto proviene del hecho de que 
las derivadas de orden impar son antisimetricas respecto del eje de las orde
nadas, no admitiendo invarianzas ante rotaciones e inversiones; mientras que 
las derivadas de orden par son simetricas respecto de ese eje y mantienen la 
invarianza ante esas modificaciones.

Ejemplo: se ha mostrado que Vh sobrevive a ambas transformaciones (b) 
y (c). Sin embargo no sobrevive al ultimo requisito. Bajo x ^  —x se convierte 
en d h /d (—x) =  —dh/dx , esto significa que dh/dx cambia de signo bajo esta 
transformacion, por lo que debe ser excluida de la ecuacion de crecimiento. En 
cambio (V h)2 =  V 2h, sobreviviendo a la transformacion por tener un numero 
par de derivada en x.
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5) Simetría superior e inferior para h.
Las fluctuaciones de la interfaz son similares con respecto a la altura me

dia. Esto descarta potencias pares de h, terminos como (V h)2, (V h)4, etc . 
Esta simetría esta conectada íntimamente a la naturaleza de equilibrio de la 
iterface, y para problemas fuera de equilibrio, esta simetría debe romperse. 
Son invarianzas de tipo h ^  — h.

Ejemplo: el termino no lineal (V h)2 (se lo llama termino no lineal porque h 
se encuentra elevada al cuadrado) queda descartado, mientras que el termino 
V 2h sí satisface la linealidad y sobevive a todos los requerimientos impuestos 
en los puntos previos. Sin embargo no sobrevive a este ultimo requerimiento: 
dh/dt =  (Vh)2 ; bajo la transformación h ^  —h, la ecuación se convierte en 
d(—h)/dt =  (Vh)2 y equivalentemente dh/dt =  —(V h)2. Desde el momento 
en que (Vh)2 cambia de signo bajo esta transformacion, debe ser excluida de 
la ecuacion de crecimiento (esto de deduce del hecho de que si h está elevada 
a una potencia par, su valor siempre es positivo, por lo que necesariamente 
se debe colocar un signo menos para obtener el resultado negativo del lado 
derecho de la ecuacion). Por el contratio V 2h sobrevive a esta transformacion, 
desde que ambos lados de la ecuacion de crecimiento tiene un numero impar 
de factores de h (dh/dt =  V 2h).

Para encontrar la forma final de la ecuacion, se deben considerar todos los 
terminos que puedan formarse a partir de combinaciones de potencias de V nh 
pero que no violen las reglas de simetría antes mencionadas. Finalmente se 
obtiene 
d h
—  =  (V 2h) +  (V 4h) +  ••• +  (V 2nh) +  ( Vh) (Vh)2 +  ••• +  (V 2k h)(V h)2j +  n 
dt

(10.12)
donde n, k y j  pueden tomar cualquier valor de un entero positivo. Como el 

interes esta centrado en las propiedades de escalado, el foco debe hacerse en el 
comportamiento de las funciones que caractericen a la interfaz a largos tiempos 
(t ^  ro) y grandes distancias (x ^  ro). Es posible demostrar, utilizando 
ciertos tratamientos matematicos, que las derivadas de orden superior son 
menos importantes que las de orden inferior. Por ejemplo, el termino V 4h es 
irrelevante comparado con el termino V 2h, ya que no afecta el comportamiento 
de escalado de la ecuacion de crecimiento. Si se reescala la interfaz en la 
direcciín x por un factor b, a traves de la transformaciín de escala x ^  x' =  
bx'. Como la interfaz es autoafín, con un exponente de rugosidad a , la altura 
debería resscalarse de la misma manera segun h ^  h' =  bah para obtener 
una interfaz de características geometricas similares. Como resultado de esta 
transformacion,V2h y V 4h se reescalan de la siguiente manera:
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V 2 ^  V 2h =  ba-2V 2h (10.13)

V 4 ^  V 4h =  ba-4V 4h (10.14)

Es importante observar que (a — 4) < (a — 2) < 0, por lo en el límite en que 
b ^  ro, el termino V 4h ^  0 mas rápido de lo que lo hace el termino V 2h. 
De este modo se llega a que V 4h es irrelevante en comparacián a V 2h, y es 
posible quitarlo de la ecuación de crecimiento, sin que esta se vea afectada 
significativamente.

Un argumento similar se utiliza para demostrar que V 2h(Vh)2 es el termino 
mas relevante de los posibles terminos V 2kh(Vh)2j de la ecuacion 10.12, pero 
aun asá, es irrelevante en comparaciáon con el táermino V 2h.

10.3. Apéndice III: Microscopía de fuerzas 
atómicas

Las microscopías de barrido han iniciado una nueva etapa en el estudio de 
los procesos interfaciales. Los datos derivados de estas tecnicas, especialmente 
la microscopía de efecto tánel (STM) y la microscopía de fuerzas atámicas 
(AFM,) ofrecen la posibilidad de estudiar la fisicoquímica de las superficies 
solidas a niveles atómicos y moleculares [110]. Las nanoscopías (escala ma- 
nometrica (nm)) aportan informacion de dominios moleculares restrictivos que 
comprenden cientos de moleculas. Este tipo de informacion a nivel local no 
es accesible por otras tecnicas de analisis superficial, ya que estas finalmente 
proveen datos promediados de la muestra completa. Los estudios a nivel local 
revelan la complejidad de los procesos fisicoquímicos que ocurren en las inter
faces bajo diferentes condiciones de perturbacion. La informacion local aporta 
bases solidas para la interpretaciín teorica de estos procesos a traves del uso 
de la Mecanica Cuantica.

El microscopio de fuerzas atómicas (AFM) es un tipo de Microscopio de 
Fuerzas de Barrido (SFM) que provee imagenes tridimensionales utilizando 
la interacciín de fuerzas del orden de los pico-newtons, entre una punta (o 
tip) y la superficie de una muestra soílida, a medida que la base se desplaza 
respecto del tip (Fig. 10.2). El AFM aporta informacion sobre la topografía 
de la muestra, las fuerzas de interaccion entre el tip y la muestra, la fric- 
ciín, la viscosidad, las propiedades magneticas de la muestra etc. En general
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puede utilizarse para estudiar superficies conductoras, semi- conductoras y no 
conductoras.

10.3.1. Conformación del microscopio
El AFM esta conformado por una cabeza óptica que censa las deflexiones 

de un cantilever, que es la pieza que sostiene a la punta que interacciona 
con la muestra (Fig. 10.2). La cabeza consiste en un diodo que emite un as 
de laser, un colimador y un sistema optico para enfocar el as al vertice del 
cantilever en dos direcciones perpendiculares. Esta señal es recibida por un 
fotodiodo con dos segmentos ajustables que maximizan la senal. El sosten 
del cantilever puede ser un bloque metalico si se trabaja en aire o un bloque 
de vidrio si se trabaja en líquidos. Su funcion es sostener al cantilever que se 
encuentra atado por un fino alambre de oro. Tambien hay un espejo que refleja 
el as de laser desde el cantilever hasta el fotodiodo. El “scanner” que muestra 
los movimientos tridimensionales de la muestra, es un cilindro metálico que 
contiene el tubo piezoelectrico.

La punta utilizada en el AFM esta generalmente hecha de nitruro de silicio 
y tiene un radio del orden del nanáometro. La muestra es ubicada en el tubo 
piezoeláectrico bajo el cantiláever, y de este modo puede ser movida en las 
direcciones (x- y- z ) del espacio. Durante el recorrido, el cantilever se mueve 
verticalmente a medida que la fuerza de interacciáon entre la punta y la muestra 
varía, lo que tambien depende de la topografía de la muestra. De acuerdo con 
esto, la relacion entre la fuerza (F ) y la distancia entre el tip y la muestra (s) 
es

F  a  — (10.15)
sn

esto es, el cantilever presenta grandes deflexiones para pequeños valores de s.

10.3.2. Modos operacionales
En general existen dos formas basicas de operar del AFM que son el mo

do de contacto y el modo de no contacto, siendo este ultimo poco utilizado 
sobre muestras biologicas. En el modo de contacto el rango de fuerzas utiliza
do es aquel de fuerzas repulsivas (n =  12 de la ecuacion 10.15) debidas a la 
interaccion entre el electrón externo de las capas del tip y la muestra. Pue
de ocurrir que en el modo de contacto las fuerzas laterales y de capilaridad
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Figura 10.2: Esquema de un microscopio de fuerzas atómicas (AFM).

distorsionen la imagen y eventualmente lesionen el tip. Este problema es mi
nimizado trabajando en el modo “tapping” (repiqueteo) en que el cantilever 
vibra verticalmente durante el barrido (Fig. 10.3).

La deflexion del cantilever generalmente es medida utilizando un as de 
láser que recae sobre el vertice del cantilever. La luz reflejada es dirigida hacia 
un fotodiodo de 2 segmentos. El angulo de reflexián del as y su intensidad 
dependen de la deflexion vertical del cantilever. El as incide sobre los segmen
tos del fotodiodo, y la diferencia en la intensidad de la luz que recibe cada 
segmento es proporcional a la deflexion vertical (d) del cantilever. Además, d 
se raciona con F  a traves de la ley de Hooke,

F  =  kd (10.16)

donde k es la constante etástica del cantilever.
En el modo de contacto pueden medirse tanto la variaciáon en la deflexiáon 

del cantilever, como los cambios en el voltaje aplicados al tubo piezoelectrico
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Figura 10.3: Modos de operación del AFM: (a) modo de contacto, (b) modo 
de no cotacto y (c) modo ’tapping’

en la direccion z. En este modo, la deflexion del cantilever se mantiene cons
tante por un circuito de retroalimentacion que opera con una señal A  que es 
la diferencia entre el valor ideal de la deflexión del cantilever elegida por el 
operador, y el valor registrado. El valor de A  es controlado con el circuito 
de retroalimentacion del tubo piezoelectrico. El potencial aplicado al piezo- 
electrico en la dirección z es proporcional a la dimension vertical de la muestra, 
proveyendo informacióon tridimensional de la misma.

En el modo de “tapping” , mientras se realiza el barrido lateral, el can
tilever oscila verticalmente a alta frecuencia de tal modo que el circuito de 
retroalimentacióon no sigue el desplazamiento. En su desplazamiento vertical 
el tip penetra la capa Mmeda, que se encuentra siempre presente cuando una 
muestra es analizada en aire, tocando suavemente la muestra. En este caso, las 
interacciones entre la punta y la muestra se deben a los gradientes verticales 
de fuerza. La fuerza total (F ) recibida en el cantilever esta dada por

dF
F  =  Fo +  (— )A z =  Kd  (10.17)

donde F0 es la fuerza recibida por tip cuando se mueve horizontalmente, 
con una separacioón entre la punta y la muestra que permanece constante, y z 
es la variacióon en la separacióon entre el tip y la muestra como resultado de la 
oscilacion vertical. Cuando el tip encuentra huecos o escalones en la superficie, 
tiende a incrementar o disminuir la amplitud de oscilacióon, respectivamente. 
La diferencia entre la amplitud fijada y la medida se utiliza como un error de 
señal en el ciclo de retroalimentación. En el modo “tapping” , las fuerzas de 
interaccion y, por ende, la resolución espacial, son menores que en el modo 
de contacto. Este modo de repiqueteo es el indicado para evaluar muestras
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Figura 10.4: Representación de la ecuación del potencial energético de 
Lennard-Jones. Las líneas punteadas indican las contribuciones atractivas 
1 /R 6) y repulsivas (1 /R 12).

blandas a baja resolucion.

10.3.3. Fuerzas

En la microscopia de fuerzas atomicas, las fuerzas mas importantes son 
las de van der Waals, las de adhesion y repulsion, de fricción, de contacto e 
interfaciales. Para las nuevas aplicaciones de AFM las fuerzas magneticas y 
electrostóaticas tambióen son relevantes.

La energía de interaccion Ur entre dos moleculas en el vacío, separadas 
por una distancia R, puede describirse con la ecuación de Lennard-Jones, que 
consiste en un termino proporcional a 1 /R 6 de interaccion atractiva, y un 
termino proporcional a 1 /R 12 de interaccion repulsiva de van der Waals (Fig. 
10.4)

U (r) —a
R6

b
+  R 2

(10.18)
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Figura 10.5: Curva que representa la fuerza medida (F ) respecto de la distancia 
(s) entre la punta y la muestra

donde a y b son constantes. El primer termino prevalece para valores grandes 
de R y el segundo para valores pequeños. Esta ecuación incluye implícitamente 
un mínimo para la distancia de separacion en el equilibrio (R =  Re).

10.3.4. Curva de fuerza
En el AFM la deflexion del cantilever se mide cuando la punta se acerca 

o aleja de la muestra en un lugar determinado, obteniendose así la curva de 
fuerza (F ) versus distancia (s) entre el tip y la muestra (Fig. 10.5). Esta 
curva muestra la histeresis asociada con la aproximacion y la separacion del 
tip (fuerzas capilares) en una medicion en aire. Este efecto es debido a la fina 
capa de agua, producto de la condensacion de la humedad. Cuando la punta 
atraviesa esta capa se genera un efecto de capilaridad que aumenta la fuerza 
requerida para separarlo completamente de la muestra. Debido a este efecto, 
es que la muestra (si es blanda) o la punta (si la muestra es dura) pueden 
danarse. Este problema puede superarse midiendo en un medio líquido, sin 
fuerzas capilares, o utilizando el modo de “tapping” .
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