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Resumen

En este trabajo se estudian los filopodios, que son estructuras que protruyen del
citoplasma de las células y que estan involucrados en diferentes procesos celulares
como la migracién y la comunicacién celular. Para ello se analizan imagenes de
microscopia confocal de células de cancer de prostata PC3 a partir de las cuales
se caracterizan los filopodios. Mediante un anélisis estadistico de las micrografias
se describe la longitud y la separacion interfilopodial tanto para células aisladas
como para células que presentan contactos celulares a través estas estructuras.
Se desarrolla un modelo deterministico y otro estocastico de la iniciacién de los
filopodios sobre la membrana plasmatica que permiten realizar predicciones acerca
de la densidad de los filopodios en las células y de la distribucién de distancias de
separacion entre ellos para el caso del modelo estocdstico. También se trabaja con
un modelo estocastico y uno deterministico del crecimiento de los filopodios a partir
de los cuales se obtiene la longitud promedio que alcanzan estas protuberancias y su
distribucién para el caso del modelo estocastico. Finalmente se propone un modelo
estocdstico de comunicacién con el entorno en el cual se simula el crecimiento de un
filopodio en presencia de un gradiente quimiotdctico atractivo.
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Introduccidn

Todos los modelos estdn mal pero algunos son
ttiles.

— George E. P. Box

La comprensién de los complejos mecanismos relacionados a la movilidad y co-
municacién de las células tumorales es de especial relevancia para el desarrollo y
mejoramiento de técnicas terapéuticas, diagndsticas y preventivas. Este tema ha
recibido atencién por parte de diversas disciplinas dentro la comunidad cientifica
tales como la Fisica, la Biologia, la Medicina y la Computacién, dando lugar a un
enfoque holistico e interdisciplinario.

En particular, el entendimiento de los procesos involucrados en la migracion ce-
lular es un tema de fundamental importancia para la oncologia. Esto se debe a
que la dindmica del movimiento celular se encuentra alterada y puede dar lugar,
por ejemplo, a la invasidn de diferentes érganos por las células neopldsicas [32].
Uno de los principales mecanismos de migracion celular consiste en la formacion
de proyecciones citoplasmaticas conocidas como filopodios. Recientemente se ha
demostrado que los filopodios, ademas de contribuir a la migracion celular, también
estan involucrados en la comunicacion entre células [21].

En esta tesis se estudia la dindmica de los filopodios a través de andlisis de imagenes
y modelos computacionales que sean capaces de predecir caracteristicas de los
filopodios cuantificables experimentalmente. Dentro de este contexto, la finalidad
del trabajo es contribuir a una mejor comprension y descripcion de los filopodios,
particularmente en células de cancer de prostata.

Estructura de la tesis

Capitulo 2

Se realiza una introduccion descriptiva del sistema bioldgico. Se resumen distintas
propiedades de los filopodios como su estructura interna, morfologia, dimensiones
y sus funciones principales (migracion y comunicacién). Se hace hincapié en la
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variabilidad de dichas estructuras entre diferentes células, en particular en células
tumorales. Se detallan los modelos existentes para la formacion de filopodios: el
modelo de elongacion convergente y el modelo de nucleacion de filamentos de novo.
El capitulo finaliza con una revisién de publicaciones cientificas experimentales que
seran de utilidad para los siguientes capitulos.

Capitulo 3

Se hace una descripcidn cualitativa y cuantitativa de las estructuras filopodiales
en células de cancer de préstata a partir de imagenes de microscopia confocal. El
objetivo es determinar, a partir de datos experimentales, parametros que caractericen
la distribucion y morfologia de los filopodios que sean titiles para la comparacion
con las predicciones tedricas de los modelos desarrollados en los siguientes capitulos.
Para ello, se analiza estadisticamente la separacion entre filopodios vecinos y la
longitud filopodial de células o regiones de células aisladas, mediante la obtencién
del valor medio y los histogramas de dichos pardmetros. Finalmente se describen los
contactos intercelulares formados por la unién de dos filopodios.

Capitulo 4

Se estudian los patrones de separacion de los filopodios a lo largo de la membrana
celular. Se detalla un modelo deterministico continuo de formacion de filopodios
que predice relaciones bioldgicas importantes. Por otro lado, se realiza un modelo
estocastico continuo del mismo sistema, ambos propuestos por Mogilner y Rubinstein
[30]. A partir de simulaciones de Montecarlo del modelo estocastico se obtienen
distribuciones de filopodios a lo largo de una porciéon de membrana y la distancia
de espaciamiento promedio entre filopodios vecinos o de igual forma, la densidad
de filopodios. Se verifican las predicciones del modelo deterministico con los re-
sultados de las simulaciones del modelo estocastico y se contrastan con los datos
experimentales del capitulo anterior que se obtiene a partir del andlisis de imdgenes
de microscopia confocal.

Capitulo 5

Se realiza un modelo estocastico continuo del crecimiento de un filopodio en el borde
lamelipodial que predice la longitud estacionaria de los filopodios propuesto por
Erban et al [6]. También se analiza el efecto de los distintos parametros del modelo
sobre la longitud filopodial estacionaria. Por otro lado, se realiza una aproximacion
tedrica de la longitud de los filopodios y se contrasta con la que se obtiene para el
modelo estocdstico.

Capitulo 6

Se propone un modelo de comunicacién de un filopodio. Se parte del modelo de
crecimiento de un filopodio desarrollado en el capitulo anterior al cual le agrega

Capitulo 1 Introduccion



un mecanismo sencillo de comunicacion. Este mecanismo consiste en modificar un
parametro del modelo de crecimiento cuando se advierte la presencia de una fuente
quimiotactica. Al detectar el quimiotactico atractivo el filopodio aumenta su longitud

y se reorienta hacia la direccion del gradiente.






El Sistema Biologico

El desarrollo embrionario, la homeostasis tisular, la cicatrizacion de heridas y muchos
otros procesos fisiolégicos dependen de la capacidad de las células para desplazarse.
La migracion celular también estd implicada en distintas condiciones patolégicas,
como la inflamacién y la metastasis. La capacidad de las células cancerosas para
diseminarse desde el sitio primario y formar metastasis es la principal causa de
morbilidad relacionada con el cancer en pacientes con tumores solidos. Por lo tanto,
se ha invertido mucho esfuerzo en la identificacion de las vias de sefializacién y
las estructuras celulares involucradas en el proceso migratorio de las células. La
migracién celular estd dirigida por estructuras de filamentos de actina protrusivas
y contractiles especificas, pero los tipos y las configuraciones de los filamentos de
actina varian segun el tipo de célula y el entorno de la célula. Los lamelipodios,
filopodios y pseudépodos son algunos ejemplos.

Independientemente del modo migratorio empleado, la motilidad celular efectiva
requiere que las células se adapten, interacttien y, a menudo, modifiquen su ma-
triz extracelular circundante [13]. Durante este proceso las células extienden su
membrana plasmatica en la regién anterior, luego desplazan el cuerpo de la célula
y retraen la parte posterior. La fuerza motriz es proporcionada por la actina, una
proteina que se encuentra en todos los eucariotas, y por motores celulares.

2.1 La actina

Como ya se ha mencionado los filamentos de actina son responsables de la fuerza
contrdctil de las células que migran. Los filamentos de actina son uno de los tres com-
ponentes fundamentales del citoesqueleto de las células eucariotas. El citoesqueleto
es un entramado tridimensional dindmico de biofilamentos: filamentos de actina,
microttibulos y filamentos intermedios; cuyas principales funciones son proveer
soporte interno en las células, organizar las estructuras internas e intervenir en
fendmenos de transporte y division celular [5].

Los filamentos de actina se forman por la polimerizaciéon de una proteina globu-
lar denominada actina-G. La actina es una proteina citosdlica muy abundante y
representa aproximadamente el 10 % de las proteinas citosélicas. Una parte se en-
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cuentra conformando filamentos (actina-F) y el resto son proteinas no polimerizadas
(actina-G). Estos filamentos son polarizados y poseen un extremo denominado +
(mas), cargado positivamente, y otro denominado — (menos), cuya densidad de
carga es negativa; también conocidos como extremos “barbado” y “punta de flecha”
respectivamente por su aspecto al microscopio. En el extremo barbado predomina la
polimerizacion, adiciéon de nuevas moléculas de actina, respecto a la despolimeriza-
cién, mientras que en el extremo puntiagudo predomina la despolimerizacion. Los
filamentos de actina son estructuras dindmicas que se elongan (en el extremo +) y
se acortan (en el extremo -) mediante la polimerizacién y despolimerizacion en un
proceso que se conoce como treadmilling [24]. La polimerizacion en el extremo + y
la despolimerizacién en el extremo - en el filamento de actina dan origen al flujo
retrégrado que lleva a los filamentos de actina hacia el centro de la célula. Cuando se
generan adhesiones focales, puntos de anclaje con la matriz extracelular, se impide
el movimiento retrégrado de actina-F creando una fuerza de traccién que da lugar
al movimiento de la célula hacia adelante.

Ademas del treadmilling, los filamentos de actina generan fuerzas a través de un
mecanismo diferente que involucra a las proteinas motoras de la familia de la
miosina. Aqui, los filamentos de actina sirven como pistas para moléculas de miosina
que, segun el tipo de miosina, viajan hacia el extremo + o - del filamento de actina
y transportan diferentes tipos de carga o forman haces bipolares que pueden inducir
la contraccién de los entramados de filamentos de actina. Para asegurar la formacién
de las matrices de filamentos de actina deseadas en la ubicacién correcta dentro de la
célula, la organizacion y la dinamica de los filamentos de actina en las células estan
controladas por una gran variedad de proteinas de unidén a actina. Las actividades
de estas proteinas estan relacionadas con diversas sefiales bioquimicas y mecanicas
intracelulares y extracelulares a través de su regulacién mediante fosforilacion,
familia Rho de pequefias GTPasas y fosfolipidos de membrana plasmatica [15].

2.2 Estructura de los filopodios

La polimerizacién coordinada de los filamentos de actina contra la membrana celular
proporciona la fuerza para una serie de procesos, tales como la migracion celular, la
morfogénesis, la endocitosis y la fagocitosis. Durante estos procesos, los filamentos de
actina se organizan en conjuntos tridimensionales que se adaptan constantemente
para satisfacer las diversas necesidades de la célula. La migracion celular es un
proceso extensamente estudiado que depende de varios arreglos dinamicos de actina
(Figura 2.1). Las estructuras protrusivas en el borde delantero de una célula en
movimiento se llaman lamelipodio y filopodio. Un lamelipodio es una protrusion
delgada (con un espesor 0,1 — 0,2 um) en forma de ldmina que esta conformada

Capitulo 2 El Sistema Bioldgico



internamente por una red ramificada de actina. Por el contrario, los filopodios
son estructuras delgadas (0,1 — 0,3 um) parecidas a dedos formadas por haces
paralelos empaquetados de actina filamentosa (F), tipicamente consisten en 15 a 30
filamentos individuales empaquetados. En ambos casos, los extremos en crecimiento
de los filamentos de actina estdn orientados hacia la membrana plasmaética. El
alargamiento de estos filamentos empuja el frente de avance hacia delante y, por lo
tanto, promueve la migracion o extension celular [27].

Los filopodios en general se encuentran incrustados o sobresaliendo de la red de
actina de un lamelipodio. Ademas de la migracion celular, los filopodios estan
implicados en una serie de procesos celulares, que incluyen la cicatrizacién de he-
ridas, la adhesion a la matriz extracelular, la orientacion hacia los quimiotacticos,
la identificacién neuronal del cono del crecimiento y el desarrollo embrionario. Las
protrusiones y retracciones filopodiales se promueven por un equilibrio dindmico
entre la polimerizacién de actina en los extremos “barbados” o “+” de un filamento
y el flujo retrégrado del haz de filamentos de actina. Existen otras protuberancias
celulares relacionadas morfolégicamente pero mas especializadas y estables, como
microvellosidades y estereocilios (estructuras que aumentan la superficie de las
células que tienen funciones de absorcién o secrecion). Los estudios sobre filopo-
dios han revelado variaciones en la dinamica, longitud y posicionamiento de estas
protuberancias en diferentes células, indicando que moléculas distintas o reguladas
de manera diferente generan diferentes conjuntos de filopodios. Por ejemplo, los
filopodios de fibroblastos y los filopodios de cono de crecimiento nervioso rara vez
superan las 10 ym de longitud, mientras que en los embriones de erizo de mar los
filopodios se extienden hasta 40 yum [47].

A pesar de los extensos estudios, las funciones bioldgicas de los filopodios y los
mecanismos de ensamblaje de filopodios aiin no se conocen por completo.

2.3 Funciones de los filopodios

En general, los filopodios se han descrito como “antenas” o “tentdculos” que utilizan
las células para sensar su microambiente, por lo que sirven como guias durante
la protrusion. Sin embargo, las funciones de los filopodios parecen diversas y en
muchos casos siguen siendo vagas. Los filopodios han sido implicados en varios
procesos fisiolégicos fundamentales, de los cuales la migracién celular es quizas la
mejor caracterizada [27].

2.3 Funciones de los filopodios
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Los filopodios como sensores del microambiente

Los filopodios estan relacionados con la potenciacién de la migraciéon celular diri-
gida. La abundancia de filopodios también se considera una caracteristica de las
células cancerosas invasivas [45]. Los filopodios contienen receptores para diversas
moléculas de sefializacién y moléculas de matriz extracelular. Esto se correlaciona
con el papel de los filopodios en la deteccion del entorno de la célula y que actiian
como sitios para la transduccién de sefiales. Sin entrar en detalle en los procesos
quimicos, se ha reportado que en las puntas de los filopodios se acumulan moléculas
de adhesion celular (cadherinas) y receptoras de membrana (integrinas). Las inte-
grinas estan preparadas para sondear la matriz, mientras que las cadherinas crean
sitios de adhesidn al sustrato a lo largo del frente de avance.

Los filopodios en la migracion

Ademas de la activacion de las vias de sefializacidn, el anclaje de los filopodios
también desencadena una respuesta mecanica produciendo fuerzas de retraccion.
Luego de la formacién del sitio de adhesién se reclutan diversos componentes que
se encargan de reorganizar las estructuras de actina-F en fibras de estrés actinicas y
complejos de adhesiones focales maduros que producen las fuerzas de contraccion.
Estas fuerzas son las responsables del desplazamiento de las células (ver Figura
2.1).

La variabilidad funcional de los filopodios en diferentes células

Las funciones de los filopodios son diversas y varian con los tipos celulares. Esto re-
sulta importante pues la distribuciéon y morfologia de los filopodios, en consecuencia

también presentan distintas caracteristicas.

= Por ejemplo en los macrofagos, varios filopodios por célula exploran el me-
dioambiente. Después de encontrar un patégeno, los filopodios se uniran a él
y luego se retraeran hacia el cuerpo celular [20]. También se demostrd que
la inhibicion de la formacion de filopodios por el agotamiento de la miosina
VII de las amebas de Dictyostelium discoideum disminuye las tasas de fagoci-
tosis e inhibe la migracion [43]. En ambos casos los filopodios se encuentran
vinculados a la actividad fagocitica de las células.

Capitulo 2 El Sistema Bioldgico
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Figura 2.1: La migracion celular depende de diferentes estructuras de filamentos de

actina. (a) La movilidad se inicia por una protrusion del frente de avance, que estd com-

puesto por lamelipodios y filopodios. Estas estructuras protrusivas contienen filamentos de

actina, con los extremos barbados en crecimiento orientados hacia la membrana plasmatica.

(b) Durante la extension celular, se forman nuevas adherencias con el substrato debajo del

borde anterior. (¢) A continuacién, el ntcleo y el cuerpo

celular se desplazan hacia adelante

a través de fuerzas de contraccidén que podrian estar mediadas por fibras focales de estrés
vinculadas al complejo de adhesidn. (d) Luego, las fibras de retraccién tiran de la parte
posterior de la célula hacia adelante, las adherencias en la parte posterior de la célula se
desmontan y el borde posterior se retrae. Imagen adaptada de [27].

» Durante el desarrollo embrionario y la cicatrizaciéon de heridas las ldminas

de células epiteliales se fusionan. Los filopodios tienen un papel importante

durante la formacion de uniones adherentes entre el epitelio de las células, asi

como un papel durante la curacion de heridas,

el cierre dorsal y el sellado de la

hoja epitelial en embriones de moscas Drosophila melanogaster y Caenorhabditis

elegans [44]. Lo que estos procesos tienen en comun es que los filopodios

interdigitados que sobresalen de las células

opuestas ayudan a las laminas

2.3 Funciones de los filopodios
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de las células a alinearse y adherirse juntas. En resumen, en estas células los
filopodios tienen papel en la adhesion célula-célula.

= Se pueden mencionar numerosos tipos celulares que presentan filopodios y
que debido a sus necesidades exhiben diferentes caracteristicas funcionales y
morfoldgicas como lo son las células neuronales y las células tumorales.

2.4 Los filopodios en células tumorales

Como los filopodios son ampliamente utilizados por las células migratorias, tal vez
no sea sorprendente que se hayan observado filopodios o estructuras similares a
filopodios abundantes en actina en las células cancerosas (Figura 2.2). Por ejemplo,
en las células de cdncer de ovario, un mayor numero de estructuras similares a
filopodios se correlacionan con la invasividad [14]. Ademas, en ratones, después de
la induccién de un tumor en la cola, las células cancerosas que se extravasaron en el
pulmdn muestran protrusiones similares a los filopodios. Estas estructuras similares
a los filopodios parecen ser criticas no solo para conducir la metdstasis de las células
cancerigenas, sino también para promover la supervivencia y la proliferacién de las
células de carcinoma diseminadas en un érgano secundario [39].

Los datos clinicos también sugieren que los filopodios tienen un rol durante la di-
seminacion de células cancerigenas, ya que varias proteinas filopodiales se regulan
positivamente en el cancer humano y son necesarias para la invasién de células
cancerosas in vitro. El ejemplo mejor estudiado es la fascina, una proteina que
agrupa actina que promueve el ensamblaje de filopodios. La fascina no se expresa
en el epitelio sano [7], pero se regula positivamente en varios cdnceres agresivos y
metastasicos de origen epitelial. Ademas, se ha demostrado que los niveles de “fasci-
nacién”! son elevados, especialmente en los bordes invasores de los tumores, y los
niveles de fascinacién aumentados a menudo se correlacionan con una supervivencia
baja [26]. La sobreexpresion de fascina conduce a un aumento de la migracién e
invasion [45], mientras que el silenciamiento de genes de fascina conduce a una
invasividad reducida [23]. Por lo tanto, es probable que la fascina participe en la

fase temprana de la diseminacién de células cancerigenas.

! Llamamos fascinacién al entramado de fascina y actina-F donde la fascina acttia como crosslinker
de los filamentos de actina, es decir que reticula los haces paralelos de actina, proporciondndole
estabilidad al filopodio.

Capitulo 2 El Sistema Bioldgico



Figura 2.2: Imagen de microscopia electrénica de una célula HeLa. El linaje al cual
pertenecen estas células deriva de una muestra de cancer cérvico-uterino agresivo. La célula
presenta extensiones citoplasmaticas del tipo filopodio. Imagen creada por National Center
for Microscopy and Imaging Research. https://www.flickr.com/photos/nihgov/

2.5 Mecanismos de formacion de los filopodios

Los filopodios no son estructuras protrusivas estables, experimentan extensién y
retraccion constantes, especialmente en células migratorias. El equilibrio entre
la extension y la retraccidén esta controlado por la tasa de polimerizacién en las
puntas de los filamentos asi como por la despolimerizaciéon del filamento en la
base del filopodio. Se han presentado dos modelos? alternativos para el mecanismo
de iniciacion de filopodios: el modelo de elongacién convergente y el modelo de
nucleacién de filamentos de novo [11].

En el denominado modelo de elongacion convergente, los filamentos de actina
filopodial se derivan de la red de actina lamelipodial en un proceso en el que inter-
vienen distintas proteinas (complejo Arp2/3, Ena/VASP y fascina son los principales).
Mientras que el modelo alternativo propone que la formina (Dia2) realiza la mayoria
de estas funciones: los filamentos de actina cortos son nucleados en las puntas
filopodiales llamados conos terminales por las forminas.

Tipicamente, los filopodios se encuentran en el borde delantero de una célula en
migracion, donde estan conectados a la red de actina lamelipodial. Sin embargo,
en las dendritas (prolongaciones ramificadas de las neuronas), por ejemplo, los
precursores semejantes a filopodios probablemente se forman sin un conjunto de

2En este caso el término modelo se refiere a modelos descriptivos y no a modelos mateméticos.

2.5 Mecanismos de formacidn de los filopodios
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actina dendritica subyacente. Por lo tanto, es razonable que existan diferentes
mecanismos moleculares que generen los filopodios.

2.5.1 Modelo de elongacion convergente

En el modelo de elongacién convergente de iniciacién filopodial, los filopodios
se forman a partir de una asociacién gradual de un subconjunto de filamentos
lamelipodiales ramificados en sus extremos barbados unidos a proteinas Ena/VASP.
La asociacion de proteinas Ena/VASP con los extremos barbados de los filamentos
puede marcar la actina-F para la posterior formacién de filopodios, presumiblemente
agrupando los extremos barbados juntos, protegiéndolos del capping® y permitiendo
una rapida polimerizacién y posiblemente agrupando filamentos. La unién de la
fascina convierte los filamentos agrupados en un haz filopodial y lo estabiliza (ver
Figura 2.3)[42].

lf Filamento de Actina %€ Complejo de
punta

V' Complejo Arp2/3 ® Fascina

@ Proteina de capping == Membrana

Red lamelipodial Filopodio naciente

Figura 2.3: Modelo de elongacidén convergente para la iniciacidn de filopodios [42].
(1) La red lamelipodial se forma por nucleacién dendritica mediada por Arp2/3. El alar-
gamiento de algunos extremos barbados en la red se bloquea por proteinas de capping,
pero otros extremos barbados adquieren un estado privilegiado al unirse a un complejo
de moléculas (tip complex o complejo de punta) que les permite alargarse continuamente.
(2) Los extremos barbados privilegiados se desplazan lateralmente durante el alargamiento
y colisionan entre si. El complejo de punta interviene en el agrupamiento de extremos
barbados privilegiadas al colisionar. (3) Los filamentos convergentes con los extremos bar-
bados unidos contintian alargandose juntos. Otros extremos barbados que se desplazan
lateralmente se encuentran y se unen al conjunto inicial. Multiples colisiones de los extremos
barbados durante el alargamiento conducen a un agrupamiento gradual de sus extremos
barbados, la multimerizacién de los complejos de las puntas asociadas y la convergencia
de los filamentos. (4) El complejo de punta filopodial multimérico inicia la reticulacién de
filamentos al reclutar y activar fascina, lo que permite que el proceso de empaquetamiento
del haz filopodial. (5) En el filopodio naciente, el complejo de punta filopodial conserva sus
funciones de promover la elongacion y el agrupamiento de filamentos coordinados, asi como
la fusién con otros filopodios.

3 Capping es el proceso por el cual se regula la elongacién de los filamentos de actina mediante la
unidén de proteinas a los extremos barbados, bloqueando asi la polimerizacién o despolimerizacién
de dichos extremos. La familia de proteinas ENA/VASP son antagonistas de las proteinas de capping
(previenen el capping) y se unen al extremo barbado posibilitando la polimerizacién de actina.
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El complejo ARP2/3 es un complejo proteico que se une a un lado de un filamento
de actina y nuclea un nuevo filamento como una rama del filamento madre, es decir,
permite la bifurcaciéon formando asi los llamados precursores-A. De acuerdo con
este modelo, por ejemplo, un subconjunto de filamentos de actina nucleados por
ARP2/3 estan protegidos del capping cuando sus extremos barbados estdn unidos a
proteinas de complejo de punta (tip complex), que incluyen las mencionadas pro-
teinas Ena/VASP. Estos filamentos que se alargan rapidamente se entrecruzaran
posteriormente por la fascina, una proteina que empaqueta los filamentos de actina
contiguos, para generar la arquitectura filopodial tipica de filamentos de actina. Va-
rios estudios han sugerido que los filopodios surgen de la red de actina-F ramificada
del lamelipodio, en oposicién al surgimiento a partir de la nucleacion de filamentos
de novo. La evidencia de este modelo ha sido proporcionada por microscopia de
fluorescencia y electrénica; sin embargo, faltan datos genéticos que lo respalden.
Los estudios que han sugerido que los filopodios se forman en ausencia de Arp2/3
ponen en duda el papel de Arp2/3 y la elongacion convergente [41] [35].

La familia de proteinas Ena/VASP también tiene un papel bien establecido en la
formacién y mantenimiento de los filopodios. Estas proteinas se concentran a lo
largo del borde delantero del lamelipodio y en las puntas de los filopodios, ambos
caracterizados por una alta dindmica de actina. Las proteinas Ena/VASP se unen a
la actina monomérica, a los filamentos de actina y a los extremos barbados, siendo
también capaces de agrupar la actina-F. Ademads, estas proteinas previenen el capping
de los filamentos al mismo tiempo que permiten la polimerizacién [2] [3], aunque
este problema sigue siendo controvertido [22] [29]. Si bien el mecanismo molecular
de la actividad Ena/VASP no estd claro debido al uso de diferentes condiciones
experimentales en varios estudios, se sabe que su actividad aumenta el nimero, la
longitud y las tasas de crecimiento de los filopodios en muchos tipos celulares. Se
necesitaran métodos mas sofisticados para resolver si el rol de estas proteinas en
la formacién de filopodios es anticapping, unién a actina-F, agrupaciéon o alguna
combinacién de estos. El componente final del modelo de elongacién convergente es
la proteina de union de actina, la fascina, que es una proteina reticulante de actina-F.
Aunque hay muchas otras proteinas que reticulan y unen actina-F, como fimbrina,
filamina, los estudios sugieren que la fascina es fundamental para la formacién de
filopodio [46].

2.5.2 Modelo de nucleacidn de filamentos de novo

Resultados experimentales para filopodios de Dictyostelium discoideum revelaron
la presencia de un filamento discontinuo de actina-F en el centro del filopodio, y
filamentos individuales cortos convergiendo en el extremo de crecimiento llamado
“cono terminal” [28]. Ademas, se sugirio que los filopodios también pueden formarse

2.5 Mecanismos de formacién de los filopodios
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en ausencia del complejo ARP2/3 tanto en Dictyostelium discoideum como en células
de mamiferos [41], aunque un estudio reciente proporciono evidencia de que el com-
plejo ARP2/3 participa en la formacion de filopodios al menos en células neuronales
[18]. Estas observaciones condujeron a un modelo alternativo para la formacién de
filopodios, en el que los filamentos de actina de los filopodios no se derivan de la
red lamelipodial subyacente, sino que estan nucleados en las puntas filopodiales por
las forminas.

Este mecanismo propuesto para la formacion de los filopodios involucra a la formina
relacionada con Diaphanous, Dia2. In vitro las forminas nuclean los filamentos de
actina lineales, aceleran la polimerizacion de actina, ralentizan la despolimeriza-
cion de filamentos, protegen los extremos barbados de las proteinas de capping y
empaquetan la actina-F [19] [36]. Como vimos anteriormente, todas estas activida-
des de modulacién de la actina también se producen en el modelo de elongaciéon
convergente pero por un conjunto de proteinas [4][40] . La sobreexpresién de Dia2
induce la formacidén de filopodios en un rango de tipos de células desde Dictyostelium
discoideum hasta células de embriones de mamiferos como NIH3T3. Los estudios
knockout* mostraron que Dia2 es esencial para la formacién de filopodios en Dictyos-
telium [37]. En el mecanismo propuesto de formacién de filopodios mediado por
Dia2, los filopodios surgen como resultado de la nucleacién de filamentos de novo,
aunque no esta claro si esto ocurre in vivo. Alin no se conoce en detalle qué funciones
realiza Dia2 durante este mecanismo alternativo de formacién de filopodios. Ademas,
en Dictyostelium discoideum parece que tanto Dia2 como VASP cooperan durante la
formacién de los filopodios, lo que plantea la cuestién de si estos dos mecanismos
de iniciacién de filopodio son independientes o si Dictyostelium discoideum forma
filopodios por otro mecanismo.

2.6 Patrones de filopodios

Existen publicaciones en las cuales se ha investigado la distribuciéon de filopodios en
la membrana de distintas células. Entre ellas, se encuentra el trabajo de Paez et al.
[33] donde se busca dilucidar el mecanismo por el cual la hemo oxigenasa-1 (HO-1),
una enzima con propiedades anti-inflamatorias, inhibe la migracion e invasion en
células de cancer de prostata PC3. Se sabe que la HO-1 inhibe la proliferacién,
la migracién y la angiogénesis in vitro e in vivo [9] aunque se desconoce cédmo.
Demostraron que la HO-1 esta relacionada con la capacidad adhesiva de las células
[10] llevando a los autores a indagar sobre su potencial implicacién en la adhesion
célula-célula y en la regulacién de la actina en el borde lamelipodial. Para ello, se

* Gene knockout o inactivacién génica es una técnica de biologia molecular en la que se sustituye un
gen por una version modificada obteniendo tejidos especificos u organismos que no expresan este
gen.
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cuantifica la densidad de filopodios en regiones libres de contactos y la densidad
de contactos intercelulares (a través de filopodios), en células de PC3 tratadas con
Hemina (inductora de HO-1) y control. Asi, encuentran que curiosamente la cantidad
de filopodios y de contactos aumenta al inducir la expresiéon de HO-1 (ver Figura
2.4). Concluyen que el incremento de estas protrusiones y de contactos favorece
un fenotipo mds adhesivo y menos agresivo (menos potencial metastdsico), en
contraparte con la clasica idea de que mayor cantidad de filopodios implica mayor
motilidad. En base a los diagramas de caja se puede ver que la densidad de filopodios
en las regiones libres y de contactos es del orden de 0, 5um ™!, es decir una distancia
interfilopodial aproximadamente de 2um, para células PC3 control (no tratadas con

Hemina).
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Figura 2.4: Izquierda: Diagrama de cajas de la densidad de contactos célula-célula de
células tratadas con hemina y control. Derecha:Densidad de filopodio (zonas libres de
contacto) de células en las diferentes condiciones. Diagramas tomados de [33].

Por otro lado, mediante estudios de transcriptémica® y proteémica® encontraron que
HO-1 regula marcadores (seccion de ADN) relacionados con la adhesion célula-célula
y la comunicacién celular y, proponen un mecanismo de regulacién del citoesqueleto
de las células de cancer de prostata por parte de la HO-1.

Otro trabajo que estudia filopodios en el borde lamelipodial es el realizado por
Oldenbourg et al. [31]. En este caso utilizan células de neuronas de Aplysia, un
molusco. Los autores determinan la velocidad de movimiento lateral y de movi-
miento retrégrado mediante peliculas de micrografias (time-lapse cinemicrography) y
proponen un modelo de mecanismo de movimiento lateral geométrico. El modelo
tiene dos componentes principales: el movimiento retrogrado y la polimerizacién de
actina, y encuentran que el movimiento lateral puede ser explicado por estos dos
Unicos mecanismos.

> La transcriptémica estudia y compara transcriptomas, es decir, los conjuntos de ARN (ARNr, ARNt,
ARNm, ARNi, miARN) presentes en una célula, tejido u organismo.

® La proteémica es el estudio de la estructura y funcién de las proteinas. Conocer el proteoma permite
entender la dindmica de todas las proteinas expresadas en determinadas condiciones y en un
tiempo dado.

2.6 Patrones de filopodios
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Mogilner y Rubinstein [30] utilizan la micrografia publicada anteriormente por
Oldenbourg et al. (Figura 2.5 Izquierda) para obtener la separacion interfilopodial
promedio y el histograma de dicha distancia para 26 filopodios adyacentes (Figura
2.5 Derecha). La separacién entre filopodios promedio que se obtiene es 2um.
Mogilner y Rubinstein también miden el &ngulo promedio relativo a la direccién de
protrusion de los filopodios y concluyen que éste es < 30°. Es notable la concordancia
entre la separacién promedio interfilopodial encontrada en células de neuronas de
Aplysia por Mogilner y Rubistein y en células de cancer de prdstata obtenidas por
Paez et al., ambas del orden de 2 pm.

radial actin bundles filopodia
AN

15 2 25 3 35
Distance, pm

Figura 2.5: Izquierda: Célula de neurona de Aplysia. Imagen de microscopia de luz pola-
rizada publicada en [31]. Derecha: Histograma de distancia interfilopodial. Histograma
que realizan Mogilner y Rubinstein [30] utilizando la imagen de la izquierda.

El dltimo trabajo que se mencionara es el desarrollado por Husainy et al. [12] en el
cual estudian los patrones de separacién entre filopodios y de longitud en fibroblas-
tos de roedor Rat2 (células no cancerosas). Husainy et al. obtienen los histogramas
de separacidn entre filopodios y de longitud de filopodios (Figura 2.6) y ajustan 4
funciones distintas, concluyendo que la funcién de densidad de probabilidad lognor-
mal describe adecuadamente los histogramas empiricos, captando la unimodalidad
y la larga cola que presentan.

Los autores testean las distribuciones perturbando los filopodios genética, quimica, y
fisicamente mediante la induccién de la expresion de una quinasa (PI4KI111[3), el
uso de una hormona (bradiquinina) y el uso de un sustrato (poli-D-lisina) respectiva-
mente. Estas modificaciones estimulan la formacién de filopodios. Los histogramas
de la longitud de los filopodios y la separacién entre ellos se modifica pero en todos
los casos el comportamiento lognormal se mantiene. Esto conlleva a que los autores
concluyan que los patrones de los filopodios presentan una distribucion lognormal
robusta, es decir que si bien se pueden modificar los pardmetros, el comportamiento
lognormal prevalece.

Capitulo 2 El Sistema Bioldgico
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Figura 2.6: Izquierda: Histograma de la distancia de separacién entre filopodios (N=1670).
Derecha: Histograma de la longitud de los filopodios (N=1682). Ambos publicados en el
trabajo de Husainy et al. [12]. Datos de células de fibroblastos de roedor.

La longitud media de los filopodios que obtienen es 2,79 um y la separacion promedio
entre filopodios 6,18 um. La distancia de separaciéon promedio entre filopodios es
significativamente mayor que la reportada en los trabajos de Paez et al. [33] y de
Mogilner y Rubistein [30]. Esto puede deberse a que la separacion interfilopodial de
las células de fibroblasto que utilizan presenta la particularidad de extenderse en
un rango de hasta dos 6rdenes de magnitud [12], es decir a la variabilidad entre
distintos tipos celulares.

2.6 Patrones de filopodios
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Analisis de imagenes de
filopodios en células in vitro

En este capitulo se realiza una descripcién cualitativa y cuantitativa de las estructuras
filopodiales en células de cancer de préstata a partir de imagenes de microscopia
confocal. El objetivo es determinar, a partir de datos experimentales, parametros
que caractericen la distribucién y morfologia de los filopodios que sean ttiles para
la comparacion con las predicciones tedricas de los modelos desarrollados en los
siguientes capitulos. Para ello, se analiza estadisticamente la separacién entre fi-
lopodios vecinos y la longitud filopodial de células o regiones de células aisladas,
mediante la obtencién del valor medio y los histogramas de dichos pardametros.
Finalmente se describen los contactos intercelulares mediante filopodios.

3.1 Imagenes de microscopia de células PC3

En esta seccidn se analizan imagenes de microscopia confocal de la linea de células
de cancer de préstata PC3 tratadas con rodamina-faloidina para marcar la red de
actina. Estas son células invasivas con un gran potencial metastésico, presentan una
morfologia similar a un adenocarcinoma poco diferenciado y exhiben lamelipodios y
numerosos filopodios. Las linea celular PC3 presenta caracteristicas funcionales y
morfologicas tipicas de células neopldsicas de origen epitelial: numerosas estructuras
protrusivas (microvilli, filopodios, lamelipodios, entre otras), complejos de unién,
nucleos, nucleolos y mitocondrias anormales, laminillas anulares y cuerpos lipidicos
[16].

Todas las imagenes utilizadas en el trabajo fueron facilitadas por la Dra. Geraldine
Gueron (Laboratorio de Inflamacién y Cancer — IQUIBICEN — UBA). Las imagenes
fueron adquiridas por la Dra. Carla Pallavicini quien ademds proporcioné programas
realizados por ella para analizar las imdgenes [34]. Los detalles de las condiciones y
equipos utilizados para la adquisicién de las micrografias asi como los procesos de
preparacion, fijacion y tincién con rodamina-faloidina se describen en la publicacién
de Paez et al. [33]. La rodamina-faloidina permite marcar fluorescentemente la
actina.
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(a)

Figura 3.1: Imagenes de células de cancer de prdstata PC3 fijadas y tratadas con
rodamina-faloidina para marcar actina, cortesia de la Dra. G. Gueron (IQUIBICEN,
UBA). (a) Imagen de microscopia de fluorescencia confocal. (b) Imagen microscopia por
contraste de fase. (¢) Superposicion de las imagenes 3.1ay 3.1b.

Las imagenes utilizadas en su mayoria fueron adquiridas en un mismo dia y los
parametros de adquisicion fueron en su mayoria constantes. Las imagenes son
almacenadas en formato .Tiff, el tamafio de pixel de adquisicién es 0,069 pym y
en algunas pocas imagenes 0,066 pm. Para visualizar las imagenes se utiliza el
programa ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) a través del cual también se exportan
los datos como perfiles de intensidad del canal de fluorescencia. Los programas
utilizados para analizar los datos (perfiles de intensidad) se desarrollaron en Matlab
(https://www.mathworks.com/), un programa que posee diversas funciones para
analisis de imagenes.

Con el fin de ilustrar las caracteristicas de las imagenes (resolucién, contraste, etc)
y el tipo de células con las que se trabaja, se muestra un ejemplo en la Figura 3.1.
Las proyecciones que emergen de la membrana de las células en la Figura 3.1a son
filopodios. Las figuras 3.1a y 3.1b son imdgenes de microscopia de fluorescencia
confocal y de contraste de fase respectivamente, y 3.1c es la superposicion de ambas.
En algunos casos, la superposicion de los dos tipos de imdgenes y/o comparacion
visual puede ser til para esclarecer la cantidad de células o sus limites. Por ejemplo,
en la region inferior derecha de estas micrografias, mediante la Figura 3.1a no es
posible distinguir la cantidad de células y sus contornos, sin embargo en la Figura
3.1b si. Al superponer las micrografias se puede apreciar la informacién de ambas
en simultdneo, tanto los filopodios, como los limites de las células y la cantidad de
células.

Un aspecto importante que nos interesa estudiar en esta tesis es el contacto entre
células. Se consideran contactos a aquellos filopodios de células vecinas que se unen
en las imagenes de fluorescencia como los que se sefialan con flechas rojas en las
Figuras 3.2c y 3.2d.

Capitulo 3 Anadlisis de imagenes de filopodios en células in vitro



3.2 Analisis cualitativo de filopodios

En las Figuras 3.1 y 3.2 se muestran algunas micrografias con las que se ha trabajado.
En ellas se advierten las células de cdncer de prdstata que presentan morfologia
fibroblastoide, por lo que tienen formas no definidas y heterogéneas. Se puede
observar que las dimensiones de estas células son variables, del orden de las decenas

de um, en concordancia con la bibliografia.

(a) - (b)

(c) (d)

Figura 3.2: Imagenes confocales de células de cancer de prostata PC3, cortesia de la
Dra. G. Guerdn (IQUIBICEN, UBA). (a) y (b) - Micrografias donde al menos una porcién de
las células no tienen contacto con otras células (regiones libres). (c) y (d) - Imagenes donde
se pueden detectar contactos entre filopodios de células adyacentes sefialados con flechas
rojas. La figura 3.2b es la célula que se encuentra en la region inferior derecha en la Figura
3.2d ampliada, dicha célula parece estar libre de contactos con otras células mientras que el
resto de las que se observan en la imagen si presentan interacciones mediante filopodios.
Las barras amarillas representan 10um.
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Como se ha mencionado anteriormente, las células PC3 son abundantes en filopodios.
En las imdgenes, estas estructuras son evidentes: se observan en el contorno de las
células como prolongaciones alargadas que emergen aproximadamente perpendicu-
lares a la membrana y tienen una longitud menor a 10 um (Figuras 3.2a y 3.2b).
Llamaremos “células aisladas” a aquellas que presentan este patron de filopodios.

Por otro lado, las células que se hallan muy cerca de otras (como las que se en-
cuentran en las Figuras 3.2c y 3.2d) presentan filopodios que pueden desviarse
notablemente de la normal a la secciéon de membrana, en particular en las zonas
de mayor cercania a las células vecinas. Otra cualidad distintiva respecto de las
células aisladas, es que en las regiones de contacto los filopodios alcanzan longitudes
significativamente mayores, incluso ain mayores que las células (ver Figuras 3.2c 'y
3.2d y parte superior de la Figura 3.1a). En lo que respecta a la separacion entre
filopodios se puede observar que en las regiones de contacto entre células cercanas
aumenta la densidad, como reportan Paez et al. (Figuras 3.2c y 3.2d). A éstas las
llamamos “células en contacto”.

3.3 Estudio de filopodios en células aisladas

3.3.1 Distribucidn de filopodios en la membrana

Obtencidn de los perfiles de intensidad

Se estudia la distribucién de filopodios en la membrana a partir del andlisis de
las imagenes de microscopia. Se emplea el programa ImageJ para visualizar las
imagenes y exportar los datos. El objetivo es cuantificar la cantidad de filopodios por
unidad de longitud de membrana y la separacion entre los filopodios. Para ello se
traza una linea segmentada que circunscribe las células a la menor distancia respecto
a la membrana tal que se distingan los filopodios (ver Figura 3.3 Izquierda).

A continuacién, se recupera el perfil de intensidades a lo largo de dicha linea
(Figura 3.3 Derecha). Se utiliza el programa Matlab que posee diversas funciones
para andlisis de imégenes. Se predetermina un umbral de intensidad en base a la
comparacion entre los perfiles de intensidad y las imagenes. Todos los picos con
intensidades mayores al umbral se consideran filopodios como se muestra Figura 3.3
Derecha. Las fluctuaciones estadisticas inherentes a todas las imagenes introducen
incertezas. Para reducirlas se aplica un filtro suavizador que es un simple pasabajos
FIR (funcién smooth en Matlab) y se establece un umbral que es la minima intensidad
que tiene que cumplir un maximo para ser considerado un filopodio y no ruido
estadistico (umbral ~ 20 % del maximo de intensidad). Aunque existe la posibilidad

Capitulo 3 Anadlisis de imagenes de filopodios en células in vitro



500

Perfil original
Perfil suavizado
400 | ® Filopodios

450

Intensidad

|

\\J \‘Mf//f

10 15
Posicion en la membrana ( um)

10 pm

Figura 3.3: Izquierda - Imagen de una célula de cdncer de préstata PC3. En verde: linea
segmentada trazada para obtener los perfiles de intensidad con los cuales se determina la
distancia entre filopodios. Micrografia cedida por la Dra. G. Guerén (IQUIBICEN, UBA).
Derecha - Perfil de intensidades que se obtiene para la linea segmentada delimitada por
el cuadro celeste en la imagen de la izquierda. La curva azul es el perfil original obtenido
directamente de las imagenes, la curva amarilla representa el perfil luego de la aplicacién de
un filtro. Los puntos fucsias son los picos de intensidad que superan el umbral de intensidad
y son considerados filopodios.

de falsos positivos y falsos negativos, resulta necesario aplicar el filtro y establecer
un umbral para automatizar el procedimiento e independizarse de las subjetividades
inter-observador e intra-observador.

Siguiendo el procedimiento anterior para todos los perfiles de intensidad, se de-
terminan las posiciones de los filopodios y, en consecuencia, las distancias entre
filopodios adyacentes. Se obtienen N=2395 datos experimentales de distancias entre
filopodios vecinos de 61 perfiles de intensidad. La caracterizacién mds sencilla de
la distribucién es a través de la media (< d >) y la desviacién estandar (o,) de las
distancias interfilopodiales:

<d>=21um

oq = 2,6pum.

Como es de esperar, nuestros resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Paez
et al. [33] y mostrados en la Figura 2.4. Este resultado permite calcular la densidad
1 1

promedio de filopodios < p >= —5= ~ 0,5um™".

Un estimador tipico de la densidad de probabilidad de un conjunto del datos de una
variable aleatoria es el histograma. La seleccion de la discretizacion del histogra-
ma (bin) cambia su forma por lo que es importante utilizar un criterio adecuado.
Se elige el ancho de la discretizacién segin el método de Scott [38]: ancho de

3.3 Estudio de filopodios en células aisladas
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bin = 3,504N ~5.Enla Figura 3.4 se muestra el histograma de separacion entre
filopodios.
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Figura 3.4: Histograma de la distancia entre filopodios en células PC3. El histograma se
obtiene a partir de 61 perfiles de intensidad. El ancho de la discretizacién (bin) se determina
segun el método de Scott [38] (N = 2395).

Comparando los resultados experimentales obtenidos con las referencias descriptas
en la Seccion 2.6 se observa que la densidad o la separacién coincide en el intervalo
de error con el reportado por Mogilner y Rubinstein [30] a partir de la micrografia
publicada por Oldenbourg et al. [31] (distancia de separacidon ~ 2um). Sin embargo,
la forma de la distribucién discrepa de la obtenida por Mogilner y Rubinstein (Figura
2.5 derecha). Esto puede deberse en parte a la poca estadistica del histograma de
Mogilner y Rubinstein (N = 26) y a la variabilidad entre distintos tipos celulares. El
valor medio de la distancia de separacion que reporta Husainy et al. [12] (6,18um)
difiere significativamente del obtenido en el presente trabajo. Por otro lado, si bien
ambos histogramas exhiben un comportamiento unimodal, el mostrado en el trabajo
de Husainy et al. (Figura 2.6 Izquierda) se dispersa en un rango mayor (0 — 10) y
presenta una caida menos abrupta. Esto también podria deberse a la diferencia en
las células empleadas. Asi mismo, tampoco se puede descartar que la diferencia se
deba al criterio utilizado por los autores en los trabajos mencionados para detectar
los filopodios, ya que la metodologia empleada no se encuentra mencionada en
detalle.

Husainy et. al [12] perturban las células con diferentes agentes que alteran los
filopodios y concluyen que, aunque se modifique el valor medio y la desviacion de
los histogramas, persiste una distribuciéon con forma lognormal. Parece que esta
caracteristica se mantiene también al utilizar distintas células. Si bien se observan
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variaciones en los valores medios y los histogramas de los trabajos citados con el
obtenido aqui, todos parecen tener una distribucién lognormal.

3.3.2 Longitud de filopodios

Otra caracteristica importante de los filopodios que es de interés es la longitud. Se
emplea nuevamente el programa ImageJ, se trazan lineas segmentadas por encima
de los filopodios para medir la longitud de los mismos (Figura 3.5a). En esta seccion
se mide la longitud de filopodios que pueden considerarse aislados, es decir, que no
se encuentran en contacto con filopodios de otras células. Ademas para minimizar la
posibilidad de la existencia de mecanismos de comunicacion que puedan alterar la
longitud no se consideran filopodios que estén cercanos a otros de células vecinas
como aquellos dentro del cuadro rojo en la Figura 3.5a.

Como se puede observar en la Figura 3.5a muchos filopodios tienen un angulo
respecto a la normal a la membrana y/o se encuentran pandeados. Esto dificulta la
medicion de la longitud a partir de las imagenes pues es frecuente observar filopodios
que se superponen o muestran formas erraticas. Tampoco se consideran este tipo de
estructuras en el analisis.

Se repite el procedimiento para 7 micrografias y se obtiene un histograma de la
longitud de los filopodios (Figura 3.5b).
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Figura 3.5: (a) Imagen ampliada de microscopia confocal de células de cancer de
prostata PC3 fijadas y tratadas con rodamina-faloidina, cortesia de la Dra. G. Guerdn
(IQUIBICEN, UBA). Las lineas segmentadas amarillas son trazadas manualmente sobre los
filopodios para medir sus longitudes, dentro del cuadro punteado rojo se muestran ejemplos
de filopodios que estan cercanos a otros de células vecinas y que no se consideran y la barra
amarilla representa 10um. (b) Histograma de longitud de filopodios de células PC3. Se
selecciona ancho de la discretizacién (bin) segin el método de Scott [38] (N=59).
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El histograma presenta una forma unimodal con asimetria positiva al igual que el
que obtienen Husainy et al. [12] (Figura 2.6). La longitud promedio es 3(1) um
y coincide en el intervalo de error con el reportado por los autores (2,79 pum). A
pesar de la poca estadistica (/N = 59) es posible hacer una estimacién de la longitud
promedio de los filopodios aislados y de su distribucién.

3.4 Estudio de regiones de contacto

Las zonas de contacto presentan filopodios que pueden llegar a tener longitudes
significativamente mayores que los de regiones aisladas. En lo que respecta a la
separacion entre filopodios se puede observar que en las regiones de contacto entre
células cercanas aumenta la densidad como reportan Paez et al. (Figuras 3.2c y d).

Frecuencia
=
v

wv
T

. ‘ i
0 10 20 30
Longitud de contactos (um)

(a) (b)

Figura 3.6: (a) Imagen de microscopia confocal de células de cancer de prdstata PC3
fijadas y tratadas con rodamina-faloidina, cortesia de la Dra. G. Guerén (IQUIBICEN,
UBA). Las lineas segmentadas amarillas son trazadas manualmente sobre los contactos para
medir sus longitudes y la barra amarilla representa 10um. (b) Histograma de longitud de
contactos. Se analizan 13 micrografias y se mide la longitud de 109 contactos. El ancho de
la discretizacion (bin) se determina mediante el método de Scott [38].

Se determina la longitud de los contactos mediante el procedimiento descripto en
la Seccién 3.3.2 trazando lineas segmentadas sobre los contactos (Figura 3.6a).
Realizando esto para 13 micrografias se obtiene un histograma de la longitud de con-
tactos (Figura 3.6b). A partir del histograma se puede concluir que los filopodios que
forman parte de contactos intercelulares pueden alcanzar longitudes notablemente
mayores que los que se encuentran aislados. La maxima longitud de contacto que se
mide es ~ 27,4 um, asumiendo que los dos filopodios involucrados en la uniéon miden
lo mismo, es decir que los filopodios llegan a la mitad de la distancia entre células,
la longitud maxima de los filopodios en contacto es 27,4/2 pum = 13,7 um, lo cual
es mayor al doble del filopodio aislado medido mas largo (6,3 um). El histograma
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de los contactos presenta una forma similar al de los filopodios libres (unimodal
positiva); sin embargo, se extiende en un rango mayor de longitudes y su valor
medio también es mayor (11(5) um).

El aumento de la longitud y de la densidad de filopodios en contacto (la tltima no
fue medida en el presente trabajo sin embargo Paez et al. midieron la densidad de
contactos entre células) podria explicarse considerando la existencia de mecanismos
de comunicacién y regulacién intercelular. Gallo et al. revisan algunos trabajos en
los que se analiza como la comunicacién puede afectar a los filopodios en células
neuronales [8]. En base a estudios experimentales proponen que en presencia de
gradientes quimiotdcticos la longitud de los filopodios aumenta por inhibicion de los
mecanismos de retraccién de los filopodios: el flujo retrégrado de la actina-F y la
tasa de despolimerizacién de actina-G. Cuando los filopodios detectan sustancias
quimiotacticas atractivas se orientan y crecen hacia las regiones donde la concen-
tracion de ellas es mayor. En presencia de este mecanismo de direccionamiento se
observa una mayor densidad de filopodios en la direccién del gradiente [48]. En el
Capitulo 6 exploraremos estos efectos.

3.4 Estudio de regiones de contacto
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Patrones de separacion de
filopodios

En este capitulo se analizan los patrones de separacion de los filopodios a lo largo de
la membrana celular. Se detalla un modelo deterministico de formacién de filopodios
que predice relaciones bioldgicas importantes. Por otro lado, se implementa un
modelo estocéstico continuo del mismo sistema, ambos propuestos por Mogilner y
Rubinstein [30]. A partir de simulaciones de Monte Carlo del modelo estocastico se
obtienen distribuciones de filopodios a lo largo de una porcién de membrana y la
distancia de espaciamiento promedio entre filopodios vecinos o la densidad de filo-
podios. Se verifican las predicciones del modelo deterministico con los resultados de
las simulaciones del modelo estocdstico y se contrastan con los datos experimentales
del capitulo anterior que se obtiene a partir del andlisis de imdgenes de microscopia
confocal.

4.1 Modelo deterministico de iniciacion de
filopodios

Se investiga el espaciado entre los filopodios utilizando un modelo determinista
que revela escalas biologicas importantes. En este modelo continuo que se basa en
el modelo de elongacién convergente (Seccion 2.5.1), se introducen densidades
(nimero por pm) de precursores, A(z,t), y de protuberancias filopodiales, f(z,t), a
lo largo del borde anterior lamelipodial. Estas densidades cambian de acuerdo con
la siguiente dindmica:

dA
dt
df

E =mA+ri\— Tgf, 4.2)

=b—m\—2r A — 1o, “4.1)

donde b es la tasa de generacion de los precursores-A, m es la tasa de maduracion de
los precursores en las protuberancias filopodiales; r; es la tasa efectiva de colision
de dos precursores, que se combinan en una protuberancia filopodial (Figura 4.1b);
ro es la tasa efectiva de colision de un precursor con una protuberancia filopodial,
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Figura 4.1: Esquema del modelo determinista de la dinamica de filopodios y precur-
sores en el borde lamelipodial. (a) Generacidén de precursores con tasa b, maduracién
de precursores en filopodios con tasa m y colisién de un precursor con un filopodio con
tasa efectiva ro. (b) Combinacién de dos precursores que dan lugar a un filopodio con tasa
efectiva ;. (c) Fusién de dos precursores en otro con tasa efectiva r3. Imagen adaptada de
The physics of filopodial protrusion [30].

como resultado de lo cual el precursor desaparece fusiondndose con el filopodio
(Figura 4.1a). Finalmente, 3 es la tasa efectiva de colisién de dos filopodios que se
fusionan en uno solo (Figura 4.1c).

La tasa r; es definida como el inverso del tiempo promedio de colisién entre pre-
cursores, y puede ser estimada como la distancia promedio entre los precursores,
1/, dividida por la velocidad promedio de estos (la deriva lateral), vg: 71 =~ vgA.
Del mismo modo, 2 ~ vaf, 13 =~ vqf. Asi, se obtiene el sistema de ecuaciones para
las densidades de los haces de actina:

dA

- = b—m\ — 20g\% — v\ f, (4.3)

% = m\ + vg\? — v f?. 4.9

Estas ecuaciones se pueden adimensionalizar utilizando variables adimensionales

’r_ f ’r_ A r_ t .
P= e N = T Y = v

/
% =1—eN —2\? -\, (4.5)
!
% =N + N2 — 2 (4.6)

Aqui, e = m/+/buy es la relacién adimensional de la tasa de maduracidn respecto a
la tasa efectiva de fusidn de los haces de actina.
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El analisis de las ecuaciones (4.5)(4.6) en estado estacionario muestra que existe
una unica solucién estable que tiene sentido biolégico (es decir, con \* > 0y
f* > 0, donde el simbolo * indica que nos referimos al estado estacionario). Se
puede estudiar analiticamente diferentes limites para las ecuaciones (4.5)(4.6) en
estado estacionario segun el valor de e. Primero, cuando la tasa de maduracién
adimensional es muy pequefia, ¢ << 1, las densidades promedio de precursores y
filopodios son aproximadamente iguales: \'* ~ f* ~ 1/4/3. Por otro lado, cuando
los precursores maduran rdpidamente, ¢ >> 1, la densidad de los precursores es
baja, \* ~ 1/¢, mientras que f"* ~ 1. Para valores intermedios de ¢, f™* ~ 1. Si

se tiene en cuenta que f* = \/ch/i’ la conclusion importante es que el orden de
Vd

magnitud de la densidad filopodial estacionaria esta relacionada con la velocidad
lateral y la tasa de generacion de precursores de la forma:

75~ \/b)va. (4.7)

4.2 Modelo estocastico de iniciacion de filopodios:
simulaciones

El modelo de formacion de filopodios que se presenta en esta seccion, propuesto
por Mogilner y Rubinstein [30], es una versién estocdstica del modelo determinis-
tico discutido en la Seccién 4.1. La estocasticidad del modelo es esencial para el
cometido del trabajo: obtener distribuciones de filopodios en el borde lamelipodial y
conocer la funcién de densidad de probabilidad de separacion interfilopodial para la
contrastacion experimental. Un modelo deterministico, como vimos en la Seccidén 4.1
solo proporciona el valor medio de la separacién entre filopodios y no la distribucion
de los filopodios a lo largo de la membrana.

4.2.1 Metodologia

En el modelo estocastico cada paquete o haz de actina (ya sea precursor o filopodio)
se caracteriza por su posicion a lo largo del borde lamelipodial x;(t), la velocidad
lateral v;(¢) y el indice de madurez m;, el cual es igual a cero para un precursor y a
la unidad para un filopodio. En las simulaciones se considera el espacio de forma
continua.

En la Tabla 4.1 se muestra un pseudocddigo que resume las principales componentes
del cédigo realizado en el lenguaje C. Se considera un segmento de membrana L de
30 wm y se generan nuevos precursores en él con tasa b = 0,01 um~'s~! tal como
se esquematiza en la Figura 4.2C (paso 1 en la Tabla 4.1). Cada precursor naciente

4.2 Modelo estocastico de iniciacion de filopodios: simulaciones
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Y

: Generacion de nuevo precursor i con probabilidad bL At

2: if Se genera un precursor then

3: Inicializacion de los parametros del precursor (x;, v;, 6;, m;)
x; n° aleatorio entre 0 y L, m; = 0, #; n° aleatorio entre -30° y 30° y
v; = vtanb;

4: Actualizacién de la posicién de todos los haces: z;(t + At) = x;(t) + v;At,

1 =20,1,2...n donde n es la cantidad de haces

5: Maduracion de todos los precursores en filopodios con probabilidad m At
6: if Madura un precursor then
7: mi=0—->m; =1
8: if Colisionan haces vecinos then
9: if Son dos precursores then
10: Se fusionan en un precursor o en un filopodio con igual probabilidad cuya
vlat = min [|vlaty]|, |vlats]]
11: else if Son dos filopodios then
12: Se fusionan en un filopodio que se desplaza con una tasa de movimiento
lateral viat = min [|vlat,|, |vlats]]
13: else if Son un filopodio y un precursor then
14: Se fusionan en un filopodio que tiene la tasa de movimiento lateral vlat

del filopodio original

15: Actualizar t =t + At
Continuar con el paso 1

Tabla 4.1: Pseudocddigo de un paso temporal del modelo de iniciacién de filopodios sobre
una porciéon de membrana de largo L.

se inicializa en una ubicacidon aleatoria entre O y L, tiene un dngulo de inclinacion
aleatorio también distribuido uniformemente en el intervalo —30° < 6; < 30° y
se desplaza a lo largo de la membrana con una velocidad v; = v tan(6;), donde
v = 0,05 um/s es la tasa de protrusién (pasos 2-4 en la Tabla 4.1). Los precursores
maduran (m; cambia de 0 a 1) en filopodios con tasa constante m = 0,01 s~', en la
Figura 4.2C se muestra una ilustraciéon (paso 6 en la Tabla 4.1).

Los haces se mueven lateralmente, cuando dos de ellos se encuentran (distancia de
separacion d < 30 nm) se combinan y el niimero de haces disminuye; en la célula,
segun el modelo de elongacién convergente, sus filamentos se alinean y los paquetes
se fusionan como se ilustra Figura 2.3. Cada colisién da como resultado la fusién de la
pareja (pasos 8-14 en la Tabla 4.1). Cuando dos precursores se combinan, el paquete
de actina resultante se convierte en otro precursor o se transforma en un filopodio
(Figura 4.2D) con la misma probabilidad. Cuando un precursor se encuentra con un
filopodio, o dos filopodios chocan, se produce un solo filopodio (Figura 4.2A). Si dos
precursores o dos filopodios colisionan, la tasa de movimiento lateral del paquete
resultante es igual a la del paquete cuya velocidad de desplazamiento tiene el menor
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valor absoluto. Si se combinan un precursor y un filopodio (Figura 4.2C) la tasa de
movimiento lateral del filopodio resultante sera igual a la del filopodio original.

Se utilizan condiciones de contorno abiertas: los paquetes de actina, ya sean precur-
sores o filopodios, que se mueven mads alld de los bordes de la membrana (z < 0 o
x > 30 wm) son desconsiderados. La secuencia de pasos descripta en la Tabla 4.1
define un paso de Monte Carlo.

A

Distancia

D

Figura 4.2: A. Fusién de dos filopodios en otro. B. Esquematizacion del movimiento lateral.
Las lineas punteadas representan la membrana en cuatro instantes de tiempo consecutivos.
C. Generacién de precursores con tasa b, maduracion con tasa m, y combinacién entre
un filopodio y un precursor. D. Colisién entre dos precursores dando lugar a un filopodio.
Imagen publicada en [30].

El paso temporal utilizado en las simulaciones fue de At = 1 s. Su selecciéon
fue definida en funcién del valor de las tasas utilizadas (b = 0,01 um s~ !y
m = 0,01 s~1) para que las probabilidades b L At y m At sean << 1y puedan ser

considerados como probabilidades.

En las simulaciones se emplean inicialmente los valores de los pardmetros b, m, 6 y
vg que utilizan Mogilner y Rubinstein (Tabla 4.2). Los autores utilizan la micrografia
publicada por Oldenbourg et al. (Figura 2.5), a partir de ella estiman que el dngulo
promedio al que se inclinan los haces de actina respecto a la direccién de la protrusién
es <30 °. La tasa de movimiento lateral promedio es determinada por Oldenbourg
et al. mediante peliculas de micrografias (time-lapse cinemicrography). Conociendo
vg y utilizando la densidad de filopodios reportada por Oldenbourg et al. (f ~
0,5 wm), se estima b mediante la ecuacién (4.7) (b ~ vgf?) lo cual resulta en
b ~ 0,001 — 0,01 pm~'s~!. No hay mediciones disponibles de esta tasa, pero esta

4.2 Modelo estocastico de iniciacion de filopodios: simulaciones
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Parametros del modelo

Tasa de generacién de precursores b=0,01 pm~ts~!
Tasa de maduracién de precursores en filopodios ~ m = 0,01 5!
Velocidad de protrusién v=20,05 um/s
Angulo promedio de inclinacién de las estructuras 6 = 30°

Distancia de colisién d = 30nm
Seccidén de membrana L =30 uym

Tabla 4.2: Valores de los parametros del modelo de la dindmica de los filopodios en el borde
lamelipodial (obtenidos de Mogilner y Rubinstein [30]).

estimacién parece compararse bien con las observaciones reportadas en Svitkina
et al [42]. Ademas, las micrografias de Svitkina et al. indican que las densidades
de precursores-A y protuberancias filopodiales son comparables, por lo que, la tasa
de maduracion de los precursores no puede ser mayor que la tasa de generacion
0,01/s.

4.2.2 Resultados de las simulaciones

Analisis del modelo

Si se grafica la posicién de los diferentes precursores y filopodios en el eje x y el
tiempo en el eje y podemos visualizar sus trayectorias unidimensionales (Figura
4.3). Asi, la trayectoria de una estructura con velocidad positiva (negativa) sera
una recta con pendiente positiva (negativa), siendo la pendiente de esta recta igual
a la velocidad lateral. También se aprecian y se sefialan con flechas los distintos
eventos que pueden ocurrir: la maduracién de un precursor y todas las variedades
de colisiones entre las distintas estructuras. Si se fija el tiempo en la Figura 4.3 se
tiene el perfil de la membrana con sus filopodios y precursores en ese instante.

Al evolucionar el tiempo en las simulaciones se generan nuevos filopodios, tanto por
colisién como por maduracién, aumentando asi la densidad f. Para analizarlo, se
grafica la densidad de filopodios promedio en funcion del tiempo (Figuras 4.4ay c).
Se observa que la cantidad de filopodios no alcanza un estado estacionario para el
intervalo temporal que se evaluda. El sistema llegara a un estado estacionario pues la
cantidad de filopodios no puede crecer indiscriminadamente dado que el modelo
tiene una discretizacion inherente debida a la distancia de colisién (dos filopodios
separados por una distancia menor que la distancia de colision se combinan). No se
hacen realizaciones para tiempos mayores debido a que implica tiempos de computos
innecesariamente grandes pues carece de sentido bioldgico, para tiempos mayores
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Figura 4.3: Evolucion temporal de la posicion de los filopodios y precursores. Resulta-
dos de simulaciones de Monte Carlo del modelo estocastico de iniciacién de filopodios. El
eje horizontal es la posicién a lo largo de la porciéon de membrana en um y el eje vertical el
tiempo en s (At = 1 s). La flecha roja sefiala la maduracién de un precursor en un filopodio
mientras que la fucsia, violeta, verde y azul indican la fusién de dos precursores en un
filopodio, dos precursores en otro precursor, un precursor y un filopodio en un filopodio, y
dos filopodios en un filopodio respectivamente.

a 1000 s los filopodios pierden estabilidad y seria necesario agregar la extincion de
ellos al modelo.

Para conocer la distribucion de filopodios en el borde lamelipodial que predice el
modelo se realizan histogramas de separacion entre filopodios vecinos, del mismo
modo que se realiza experimentalmente en la Seccion 3.3 y que lo hacen Mogilner
y Rubinstein [30]. Las figuras 4.4a y b corresponden a los parametros de la Tabla
4.2 (b = 0,01 um~'s~!), mientras que en las figuras 4.4c y d se considera b =
0,8 um~'s~!, manteniendo el valor de los demds pardmetros como en la Tabla 4.2.
Se observa que la tasa de generacion de precursores (b) tiene un rol importante en
el modelo: aumentarla resulta en patrones de filopodios menos separados. Esto da
lugar a una mayor densidad filopodial y a un histograma desplazado hacia valores

menores.

Se repiten simulaciones variando los parametros del modelo que modifican la
densidad de filopodios (b, v4 ¥ m) y se obtienen los histogramas de separacién
entre filopodios (Figura 4.5a-c). En la Figura 4.5a se muestran los histogramas que
se obtienen variando v; un orden de magnitud y dejando los demds pardmetros
constantes. Al aumentar la velocidad de desplazamiento salen mds estructuras
(filopodios y precursores) de la seccion de membrana simulada, lo cual resulta
en menos filopodios y, en consecuencia aumenta la separacién interfilopodial. Asi,
cuanto mayor es la velocidad de desplazamiento los histogramas alcanzan valores
mds grandes de separacion entre filopodios y el valor mas probable es menos
pronunciado. También se grafican los histogramas al variar la tasa de maduracién

4.2 Modelo estocastico de iniciacion de filopodios: simulaciones
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Figura 4.4: (a) Evolucién temporal de la densidad promedio de filopodios para los parame-
tros de la Tabla 4.2. (b) Histograma de separacién entre filopodios que se obtiene para el
tiempo final (10° s) de la Figura 4.4a. Se utiliza un intervalo temporal At = 1 sy se corren
100 realizaciones para lo cual se obtiene N=4980 distancias de separacién entre filopodios.
(¢) Evolucién temporal de la densidad promedio de los filopodios para b = 0,8 um~ts~!.
(d) Histograma de separacién entre filopodios para el tiempo final de la Figura 4.4c. Se
utiliza un At = 0,01 s para que bAtL sea considerada una probabilidad y se corren 10
simulaciones para obtener el promedio de densidad y para que el histograma tenga un N
mayor (N=3045). Los parametros restantes se mantienen igual a la Tabla 4.2. En ambos
histogramas se emplea el método de Scott [38] para la eleccién de la discretizacion (bin).

de los precursores m mientras se mantienen fijos los paradmetros restantes (Figura
4.5b). Al incrementar m en un orden de magnitud para cada histograma, estos se
contraen, predominando valores de distancia de separaciéon menores y presentando
el pico del valor mas probable de forma mas pronunciada. El comportamiento es
esperable pues a mayor m hay mas filopodios, disminuyendo la separacion entre
ellos. Por otro lado, al aumentar la tasa de generacion de precursores (b) dejando
los demds pardmetros fijos (Figura 4.5c), aumenta la cantidad de precursores, por lo
tanto también de filopodios y, en consecuencia disminuye la distancia de separacién
entre filopodios vecinos. Esto se traduce en histogramas mas contraidos desplazados
hacia valores menores de distancia de espaciamiento interfilopodial. Al comparar las
Figuras 4.5a y 4.5¢ vemos que la disminucién de la velocidad de desplazamiento (v4)
y el aumento de la tasa de generacidn de precursores (b) tienen efectos equivalentes
en lo que respecta a la separacion entre filopodios.

El comportamiento del modelo al variar los parametros coincide con lo esperado.
Se puede observar que la velocidad y la tasa de generacion de precursores afectan

Capitulo 4 Patrones de separacion de filopodios
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Figura 4.5: (a-c) Histograma de separacién entre filopodios variando v4, m y b respec-
tivamente. En cada caso los otros dos pardmetros se mantienen fijos (vq = 0,05um/s,
m=0,01s"1,b=0,0lum s~ 1). (d) Superposicion de histogramas experimental y tedrico
con b = 0,005um~'s~!. Todos los histogramas fueron normalizados tal que el drea que
ocupan sea equivalente a 1, siendo asi estimadores de la funcién de densidad de probabilidad.
En todos los histogramas el criterio para la eleccion de la discretizacién (bin) se realiza
segun el el método de Scott [38]. Para todos los histogramas se consideran corridas de
500 s con At = 1 s.(e) Resultados de las simulaciones de Monte Carlo (puntos azules) que
confirman la prediccién analitica de la relacién de proporcionalidad entre la densidad (f) y
raiz cuadrada de la tasa de generacién de precursores b. (f) Resultados de las simulaciones
de Monte Carlo (puntos azules) que confirman la prediccidn analitica de la relacion lineal
entre la densidad (f) y la raiz cuadrada del inverso de la velocidad (vg).

en mayor medida la cantidad de filopodios presentes en la membrana, y por consi-
guiente los histogramas, que la tasa de maduracion de los precursores. La menor
importancia de m se debe a que la aparicion de filopodios tiene dos componentes, la
colisién (gobernada por v,) y la maduracién (gobernada por m e indirectamente por
b). En la Figura 4.3 se puede notar que la mayor cantidad de filopodios son genera-
dos por colisiones y en menor medida por eventos de maduracion. Si se disminuye
m por debajo de 0,001 s~' se siguen generando precursores fundamentalmente por
colisiones y si se aumenta mds alld de 1 s~! no cambia la cantidad de filopodios
pues no pueden madurar mas precursores de los que hay, es decir que b limita m. Si

4.2 Modelo estocastico de iniciacion de filopodios: simulaciones
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m se modifica mds alld de los valores que se utilizan en las simulaciones de la Figura
4.5b es cada vez menos apreciable la alteracién de los histogramas.

El modelo deterministico predice que en el estado estacionario existe una relaciéon
entre la densidad de filopodios (f), la velocidad de desplazamiento y la tasa de
generacion de precursores: f ~ \/b/vy,. Para evaluarla en el modelo estocéstico se
realizan simulaciones de Monte Carlo variando los parametros b y vy uno a la vez.
En la Figura 4.5e se verifica la relacién entre f y b y, en la Figura 4.5f se comprueba
la dependencia entre f y V.

Las simulaciones de las Figuras 4.5 no corresponden al estado estacionario pues
en la mayoria de los casos éste se alcanza para tiempos que no tienen sentido en
el contexto bioldgico en el cual se encuentra enmarcado el modelo. Cabe destacar
que independientemente de esto, se verifica la relaciéon que predice el modelo
deterministico entre f, vy y b, evidenciando su robustez. Mogilner y Rubinstein
parecen no percatarse de esta situacién ya que no mencionan llegar al estado
estacionario en sus simulaciones estocdsticas y utilizan como tiempo final valores

iguales a 500 s.

Comparacién con datos experimentales

El objetivo de esta parte del trabajo es encontrar un modelo que prediga la distribu-
cion de filopodios obtenida experimentalmente en este trabajo. Como se muestra
en la Figura 4.5a-c modificar los pardmetros del modelo resulta en distribuciones
diferentes. Para hacer la comparacion con los experimentos se elige modificar b pues
éste no es un parametro medido experimentalmente sino que Mogilner y Rubinstein
estiman que se encuentra en el rango de 0,01 — 0,001 um~'s~! [30]. Los autores
ajustan la tasa de generacién b para obtener una distribuciéon que coincida con
los datos experimentales que obtienen de analizar la imagen de Oldenbourg et al.
[31].

Se modifica la tasa de generacién de precursores b y se superpone con el his-
tograma obtenido experimentalmente en la Secciéon 3.3. Se encuentra que para
b= 0,005 um~ts~! el histograma tiene un comportamiento similar al experimental,
como se muestra en la Figura 4.5d. Segin el modelo, el valor medio de la separacién
entre filopodios vecinos es < d >= 1,6 um y la desviacion estdndar o4y = 1,3 um. Ex-
perimentalmente se obtuvo < d >= 2,1 um y o4 = 2,6 wm. Si bien los histogramas
se asemejan se observa que el experimental posee una cola de distribucién mayor.
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Crecimiento de filopodios

Como se introdujo en el Capitulo 2 el crecimiento de los filopodios en el borde
lamelipodial es un proceso dinamico. La polimerizacién y despolimerizacién de
actina-G en los extremos de los filamentos y el flujo retrégrado son los mecanismos
que rigen el crecimiento de los filopodios. En el modelo de nucleacion de novo las
proteinas forminas se unen a los extremos barbados promoviendo el crecimiento de
los filamentos, mientras que las proteinas de capping se adicionan a los extremos
barbados inhibiendo la elongacién de los filamentos mediante el bloqueo de la
polimerizacion. En la Figura 5.1 Izquierda se esquematiza dicho proceso. Recordemos
que este fenémeno atin no se conoce en detalle y existe otro modelo de iniciacién de
filopodios, el modelo de elongacidon convergente, en el cual un conjunto de proteinas
son responsables de la regulacion (ARP 2/3, fascina, tip complex y las proteinas de

capping.)

En este capitulo se realiza un modelo estocdstico continuo del crecimiento de
un filopodio en el borde lamelipodial que predice la longitud estacionaria de los
filopodios. También se analiza el efecto de los distintos parametros del modelo sobre
la longitud filopodial estacionaria. Por otro lado, se realiza una aproximacion de
campo medio para la longitud de los filopodios y se contrasta con la que se obtiene
para el modelo estocastico.

5.1 Modelo estocastico de crecimiento de
filopodios

En esta seccién se utiliza un modelo de crecimiento de un filopodio propuesto
por Erban et al. [6]. Este consiste en tres componentes principales: la polimeriza-
cién/despolimerizacién de actina-G en los extremos barbados de los filamentos y
el flujo retrégrado. Para ello se considera que las moléculas de actina-G entran al
filopodio y se mueven dentro €l describiendo un movimiento browniano. Ademads
estas moléculas se polimerizan en el extremo barbado del filamento (se considera
la posicion de un filamento de actina promedio) con una tasa de polimerizacion
constante que llamaremos k. Por otro lado, se implementa la despolimerizacién
en el extremo barbado, restando el tamafo efectivo de una molécula de actina-G a
la longitud del filamento con una tasa de despolimerizacion que denominaremos
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k~. También se tiene en cuenta el movimiento retrégrado del filamento promedio
lo cual se lleva al cabo considerando que éste se desplaza en sentido retrégrado a
velocidad constante (v) disminuyendo la longitud del filamento en vAt en cada paso

temporal.

5.1.1 Metodologia

Para modelar el crecimiento de los filopodios se implementa un modelo molecular
de reaccién-difusién presentado por Erban et al [6]. El modelo es desarrollado en
espacio continuo (off-lattice). En el mismo trabajo los autores han desarrollado un
modelo compartimental y lo contrastan con el modelo continuo. Muestran que las
diferencias de los resultados son del orden del ~ 5 %, lo cual se debe justamente a
la discretizacién del espacio. Decidimos utilizar el modelo continuo.

e Actina-G ® Actina-G
08888% Actina-F h/2 o Actina - F

© rormina J

Proteina

de capping
Flujo
retrégrado ®

Ve et

e

el

B o

2S

Membrana ()
plasmatica

Figura 5.1: Izquierda: Ilustracion de las principales componentes que intervienen en
el crecimiento de un filopodio. Las hélices bicatenarias rojas son los filamentos de actina
(actina-F). Las particulas rojas representan la actina globular (actina-G) libre en el filopodio
disponible para la polimerizacién. Los toroides violetas son las forminas, proteinas de la
familia Rho GTP-asa que catalizan la polimerizacién de actina en el extremo barbado (+).
Por el contrario, las proteinas de capping (semiesferas amarillas) se unen a la actina-F de
rapido crecimiento bloqueando la polimerizacion. Derecha: Representacion esquematica
simplificada del modelo estocastico de crecimiento de un filopodio. En color rojo se
esquematizan las moléculas de actina-G libres, en verde se representa la posiciéon promedio
de los filamentos de actina-F cuya longitud es X(t); el filopodio tiene un largo de X (¢) + h/2,
donde h/2 es la separacién promedio entre los filamentos y la membrana plasmadtica.

En el modelo no se consideran los filamentos individuales de actina-F, sino un

filamento promedio. Tampoco se considera las forminas, las proteinas de capping o las
proteinas presentes en el modelo de elongacion convergente. En la Figura 5.1 derecha
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se muestra un esquema del modelo donde X (¢) representa la longitud promedio
de los filamentos de actina (linea verde) y los puntos rojos son las moléculas de
actina-G que se encuentran libres, disponibles para la polimerizacion en el extremo
barbado.

La posicién de cada molécula de actina-G se modela explicitamente. En el instante
t, se tienen n(t) moléculas de actina-G en el filopodio en las posiciones y;(t),i =
1,2,...,n(t). Dado un intervalo de tiempo fijo (At), se evoluciona y;(t) considerando
que las moléculas de actina-G son particulas Brownianas con coeficiente de difusion
D:

yi(t + At) = yi(t) + V2DALE; (5.1)

donde &; son numeros aleatorios distribuidos normalmente con media cero y va-
rianza unitaria. En las simulaciones, se utiliza un paso de tiempo At = 107 %s. El
desplazamiento espacial promedio durante un paso de tiempo (v2DAt) es igual a
0,79 nm para los valores de los pardmetros dados en la Tabla 5.2. Se propone que el
extremo del filopodio estd a una distancia fija 2/2 por encima del extremo barbado
(+) del filamento de actina-F. Por lo tanto,

h

yilt) € [O,X(t) + 2] =12, (). (5.2)

En la Tabla 5.1 se presenta un pseudocddigo de un paso temporal del algoritmo. En
los pasos 2-8 se implementan las condiciones de contorno del modelo. Se impone
una condicién de borde de reflexién en X (¢) + h/2 en los pasos 2 y 3. En los pasos
4-7 se implementa la condicién de contorno de absorcion en la base del filopodio
y = 0. Si y;(t + At) calculada por la ecuacién (5.1) es negativa, entonces la molécula
debe eliminarse del sistema (pasos 4 y 5). Sin embargo, existe la posibilidad de que
una molécula toque el limite inferior del filopodio durante el paso de tiempo finito
incluso si y;(t + At) calculada por (5.1) es positiva; es decir, durante el intervalo de
tiempo [t, ¢ + At], la molécula podria haber cruzado a y; negativo y luego volver a
cruzar a y; nuevamente positivo [1]. Esta situacion es considerada en los pasos 6 y
7. El citoplasma (regién inferior a la linea punteada gris en la Figura 5.1 Derecha)
se considera una fuente de actina-G con concentracién constante A. La introduccién
de moléculas desde el citoplasma se simula en el paso 8. Se introduce una nueva
molécula de actina G al sistema con probabilidad

@ DAt

. - (5.3)

5.1 Modelo estocastico de crecimiento de filopodios
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1: Poner n (t + At) = n(t). Actualizar las posiciones de todas las moléculas de
actina-G y; (t + At), i= 1,2...n(t + At) en el tiempo ¢ + At utilizando 5.1
ify; (t+ At) > X(t)+h/2,i=0,1..n(t + At) then
yi (t+ At) =2X(t) + h — y; — V2DAtE;, reflexién en espejo
if y; (t + At) < 0 then
Eliminar la i-ésima molécula

if y; (t + At) > 0 then
Eliminar la i-ésima particula con probabilidad e—v:()vi(t+A8)/(DAL)

® 3 TR WD

Introducir una nueva molécula de actina al sistema con una probabilidad dada
por 5.3. Su posicién inicial y; (t+ At) se define con la distribucién de probabilidad
54.n(t+ At) =n(t+ At)+ 1y j=n(t + At)

9: X(t+ At) = X (t). Polimerizacién: las moléculas de actina que satisfacen y; (¢ +
At) € [X(t) — h/2,X(t) + h/2] se unen al extremo barbado con probabilidad
kT At. Si la polimerizacién ocurre, quitar la molécula de la solucién (n(t + At) =
n(t + At) — 1) y actualizar X (¢t + At) = X(t + At) + 0

10: La despolimerizacién ocurre con probalidad &~ At. Si ocurre n(t + At) = n(t +
At) + 1, introducir una nueva molécula de actina en y;(t + At) = X(t + At),
donde j = 0,1...n(t + At) y actualizar X (¢t + At) = X (t + At) — 0

11: Flujo retrégrado: X (t + At) = X (t + At) — vAt

12: Actualizar ¢t = ¢t + At. Continuar con el paso 1

Tabla 5.1: Pseudocddigo de un paso temporal del modelo de la dindmica de actina en un
filopodio.

durante cada paso del tiempo. El intervalo temporal At se elige lo suficientemente
pequeio tal que (5.3) sea significativamente menor que 1 y pueda interpretarse
como una probabilidad. Si la molécula se introduce en el dominio, entonces se
inicializa en una posicion x elegida al azar distribuida de acuerdo con la distribucién
de probabilidad:

v X
1AL e (m) (5.4

donde erfc(z) = 2/VIL [ e~"ds es la funcién de error complementaria. La solu-
cién a la 2° Ley de Fick semi-infinita, es decir con condicién de contorno C(x,ty) =
Co= constante, es C'(z,t) = Cp er fc <2¢\/ﬁ)’ donde C(z,y) es la concentraciéon de
moléculas para un tiempo t y posicién x y Cy es la concentracidn en z = 0 para todo
t. Normalizando tal que el area sea 1 se obtiene funcién de densidad de probabilidad
dada por (5.4). Sorteando un nimero aleatorio dado por esta distribucién se obtiene
la posicidn en la que se introduce la nueva molécula de actina-G al filopodio. Existen
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Parametros del modelo molecular

Distancia promedio entre el extremo barbado y el borde del filopodio h =25 nm
Constante de difusién de actina-G 5/16 um?s~!
Tasa de polimerizacién en el extremo barbado Et =21,85"1
Tasa de despolimerizacidn en el extremo barbado k- =145""1
Tamaio efectivo del mondmero de actina 0=27nm
Velocidad de flujo retrégrado v="T7T0nm/s

Concentracién de actina-G en el citoplasma multiplicado por el volumen A =5,3

Tabla 5.2: Valores de los pardmetros del modelo en las simulaciones de la dindmica de
actina dentro de un filopodio (obtenidos de Erban et al. [6]).

diferentes métodos para sortear niimeros aleatorios con una determinada densidad
de probabilidad, ac4 se utiliza el método de table lookup e interpolacién [17]”.

El movimiento del extremo barbado del filamento de actina-F se rige por la poli-
merizacion/despolimerizacion de actina-G y el flujo retrégrado (pasos 9-11 en el
Algoritmo 5.1). Para simular la reaccién de polimerizacién en el paso 9, se con-
sideran todas las moléculas de actina-G en el intervalo [X (¢t) — h/2, X (t) + h/2] .
Siendo kT la tasa de polimerizacién de actina-G en el extremo barbado, cada una
de estas moléculas puede unirse al extremo de barbado con probabilidad k*At
(siempre que At se elija lo suficientemente pequefio). La despolimerizacién ocurre
con probabilidad £~ At en el paso 10, siendo £~ la tasa de despolimerizacién. En
ambos casos, se actualizan la longitud del filamento X (¢ + At), sumando o restando
el tamafio efectivo del mondmero, y el nimero de moléculas de actina-G libres
n(t + At). Los valores de los pardmetros que utilizan Erban et al. [6] se muestran en
la Tabla 5.2.

5.1.2 Resultados

Se realizan simulaciones utilizando los parametros de la Tabla 5.2. En estas con-
diciones, las probabilidades kTAt = 2,18 x 107° y k~ = 1,4 x 10~% son mucho
mas pequefias que 1 y los pasos 9 y 10 implementan correctamente los eventos de
polimerizacién y despolimerizacién. El valor de (5.3) es 6,69 x 10~2 y también puede
interpretarse como una probabilidad.

En la Figura 5.2 izquierda se muestra la longitud del filamento promedio en funcién
del tiempo. El filamento crece asintéticamente hasta alcanzar el estado estacionario
para t ~ 100 s (sefialado con linea punteada). Luego su longitud oscila entorno

7 Este método consiste en introducir una secuencia equiespaciada de la posicién de la molécula de
actina (x) y otra tabla con los valores de la funcién de distribucién acumulada de las respectivas
posiciones, luego se sortea un niimero aleatorio con distribucién uniforme entre 0 y 1 y se interpola
para encontrar la posicién correspondiente a esa probabilidad. Esta técnica se puede aplicar porque
la funcién de distribucién acumulada es mondtona creciente.

5.1 Modelo estocastico de crecimiento de filopodios
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Figura 5.2: Izquierda Longitud (X) en um en funcién del tiempo en s para los pardmetros
de la Tabla 5.2. La linea punteada indica el tiempo a partir del cual se considera que el
sistema se encuentra en estado estacionario. Para la eleccién del ancho de bin se utiliza
el criterio de Scott [38]. Derecha: Histograma de la longitud (X) en estado estacionario
donde la linea punteada amarilla marca el valor medio.

al valor medio: 1,05(3) wm. La fluctuacién de los valores de longitud en el estado
estacionario puede ser observada al realizarse un histograma como se muestra en el
Figura 5.2 derecha. En caso de haberse considerado un mayor tiempo de simulacién
se espera que el histograma presente una distribucién normal, con el valor medio
coincidiendo con el valor mas probable.

1 \ \
\ Autocorrelacion
“i\\\ — Ajuste exponencial
\
0.5 :
L
Q
<
O [
05 | | | | | | | | |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Retardo (s)

Figura 5.3: Funcién de autocorrelacién de la serie temporal X (¢) en azul. El retardo es
el desplazamiento temporal considerado. En naranja se muestra un ajuste exponencial
(ACF = e~retardo/T) donde el tiempo caracteristico de correlacién (7) que se obtiene es
~ 14 s.

Para saber si los valores de longitud de filamento obtenidos en la simulacién estan
muy correlacionados, se construye una serie temporal con la funcién de autocorrela-
cién (ACF del inglés Autocorrelation function) de la longitud estacionaria (¢ > 100 s).
A esta serie temporal se le ajusta una funcién exponencial decreciente y se encuentra
el tiempo caracteristico de correlacién = (Figura 5.3). La funcién de autocorrelacién
que se muestra en la Figura 5.3 se obtiene para una realizacidn, si se realiza un
promedio para distintas corridas se espera que la funcién de autocorrelaciéon pro-
medio presente un decaimiento exponencial bien definido con menos fluctuaciéon
para valores pequefios de autocorrelacién. Para construir el histograma (Figura
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5.2 derecha) se muestrea la serie temporal cada 20 s para que los datos puedan
considerarse descorrelacionados.

También se realizan simulaciones para distintos valores de los parametros del modelo:
coeficiente de difusidon de actina-G, tasa de polimerizaciéon y despolimerizacién en el
extremo barbado, y velocidad retrégrada. El valor estacionario de la longitud prome-
dio de los filamentos resulta un balance entre la polimerizacion y despolimerizaciéon
de actina-G y el flujo retrégrado.

La evolucion temporal de la longitud promedio de los filamentos X (t) se presenta
en la Figura 5.4 para distintos valores de los parametros D (0,1; 0,31y 0,5 um?s™1),
k= (0; 1,4y 3 s71), kT (10; 21,8 y 30 s71) y v (60; 70 y 80 nm/s ). La longitud
estacionaria del filamento aumenta con el coeficiente de difusién (Figura 5.4a),
esto es esperable pues hay mayor disponibilidad de actina-G alrededor del extre-
mo del filamento para ser polimerizada. De igual modo, al incrementar la tasa
de polimerizacion aumenta la longitud estacionaria del filamento debido a que
la adiciéon de mondémeros de actina-G en el extremo barbado crece (Figura 5.4c).
Ambas modificaciones, es decir, el incremento de D y k', dan lugar a que la po-
limerizacién tenga mayor peso respecto a las otras dos componentes del modelo
desplazando la longitud estacionaria hacia valores mayores. El crecimiento de la
longitud estacionaria del filopodio debido al incremento k" estd limitada por D.
Asi, si aumenta kT indiscriminadamente manteniendo D, se llega a una situacion
donde no hay moléculas de actina-G libres para ser polimerizadas. Esto se puede
ver en la Figura 5.4c donde el incremento de la tasa de polimerizacién de 10 s~! a
21,8 s—1 da lugar al crecimiento de la longitud estacionaria del filamento en mds
de 0,5 wm; sin embargo, para k* = 30 s~! el cambio en la longitud estacionaria es
significativamente menor.

Por otro lado, en la Figura 5.4b se observa que la modificacién de la tasa de despoli-
merizacion tiene un efecto significativamente menor sobre la longitud estacionaria
del filamento en comparacion con los demas parametros. Ademas, el incremento
de la velocidad del flujo retrégrado resulta en filopodios mds cortos (Figura 5.4d).
Observar que el cambio relativo de la velocidad del flujo retrégrado respecto al de la
Tabla 5.2 es menor que el que se elige para los demds pardmetros, que en general
se evalian en un rango de 3 veces el de referencia. El motivo por el cual se decide
presentar las realizaciones para esos valores radica en que cambios pequefios en la
velocidad retrégrada dan lugar a cambios grandes en la longitud estacionaria del

filamento.
Erban et al. [6] reportan un tiempo de cémputo de al menos 12 horas para las

simulaciones de series temporales de 10® s con los pardmetros de la Tabla 5.2
utilizando Matlab en un procesador AMD Athlon 64 X2 dual core processor 5200+.

5.1 Modelo estocastico de crecimiento de filopodios
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Figura 5.4: Evolucion temporal de la longitud del filamento para distintos valores de los
parametros. Se varia: (a) el coeficiente de difusion, (b) la tasa de despolimerizacion, (c¢)
la tasa de polimerizacion y (d) la velocidad del flujo retrégrado. En todos los casos los
parametros restantes se mantienen iguales a los valores de la Tabla 5.2.

Aqui se utiliza un procesador Intel Core i7-7700HQ 2.80GHz y el algoritmo se
implementa en lenguaje C, las simulaciones finalizan en menos de 1 hora para
la misma serie temporal, presentando una evidente optimizacién en el tiempo de
computo.

5.2 Aproximacion de campo medio

Es relativamente directo estimar el valor estacionario de la longitud promedio del
filamento L.y en una aproximacion de campo medio [6]. Sea ¢(z) la concentracién
(niimero de moléculas por unidad de volumen) de actina-G en estado estacionario
y teniendo en cuenta la definicién de dominio (5.2); la concentracién en estado
estacionario c(x) se define para = € [0, L.s; + h/2]. La concentracién citoplasmaética
de actina es constante e igual a ¢(0) = A/V, donde A se da en la Tabla 5.2,
V = ma?h/4 y a = 150nm es el didmetro de filopodio [6]. La concentracién en
estado estacionario ¢(z) varia linealmente en la regién entre x = 0 y la punta del
filamento x = L., es decir,

c(z) = é — fBx, para x € [0, Lest] (5.5)
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D(um?s™1) Et(s™) E=(s71) v(nm/s)

Tabla 5.2
0,1 0,5 10 30 0 3 60 80
L‘Zg’t"(um) 1,05(3) 0,36(8) 1,6(1) 0,47(8) 1,14(4) 1,08(4) 1,04(4) 1,29(6) 0,88(4)
LEM(um) 0,98 0,31 1,56 0,62 1,06 0,99 0,96 1,19 0,82

Tabla 5.3: Longitud del filamento promedio en estado estacionario que se obtiene a partir
de las simulaciones (L) y de la aproximacién de campo medio (L¢2!) mediante la

est est

ecuacién (5.10) para distintos valores de los parametros D, k™, k= y v. En todos los casos
los pardmetros no mencionados toman los valores de referencia que se muestran en la Tabla
5.2.

donde 3 es una constante positiva. En el estado estacionario, la velocidad de la
extension del filamento (debido a la polimerizacién) se equilibra mediante la despo-
limerizacion y el flujo retrégrado, en consecuencia,

EY+Ve=k6+w. (5.6)

El flujo difusivo de la actina G en la punta del filamento también se equilibra con la
diferencia entre las tasas de polimerizacion y despolimerizacion. Es decir,

Oc C(Lest)ktd — k™

- D (Lest) = V/h (57)

ox

Usando (5.5) en el lado izquierdo y (5.6) en el lado derecho de (5.7) se obtiene

B vh
- DV§’

B (5.8)

Sustituyendo S en (5.5) y evaluando la funcidn resultante en x = L4, se obtiene

A vh
C(Lest) = V - mLest- (5.9

Sustituyendo ¢(Lest) en (5.6) y resolviendo para L., se obtiene la aproximacién de
campo medio de la longitud del filamento estacionario

Dé (— k™ D
Lest = E (A - H) - m (5.10)

Para los valores de los parametros de la Tabla 5.2 se tiene L.y = 0,98 pum. La
longitud del filopodio en estado estacionario es Lfsiio = Lest + h/2 que en este caso
resulta 1,00 um. En la Tabla 5.3 se muestran valores de L. para diferentes valores
de los pardmetros Dy k.

Para distintos valores de los parametros se compara la longitud estacionaria que se
estima mediante (5.10) en la aproximacion de campo medio con respecto a la que se
obtiene de las simulaciones a partir del valor medio de las series temporales (Tabla

5.2 Aproximacion de campo medio
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5.3). Se puede observar que (5.10) es una buena aproximacion de la dependencia
de L. con los parametros. La mayor discrepancia se observa para el caso de
k* = 10 s~! donde la aproximacién de campo medio estima una longitud ~ 0, 62 um
y la simulacién ~ 0,47(8) um. Sin embargo, (5.10) capta la dependencia de L.g
con los pardmetros del modelo en el sentido que el aumento de D y k™ resulta en
longitudes del filamento estacionarias mayores, del mismo modo que el incremento
de v da lugar a filopodios mas cortos y que el efecto de la variaciéon de k£~ es
significativamente menor que el de los demds pardmetros.

Capitulo 5 Crecimiento de filopodios



Comunicacion de filopodios

En este capitulo se propone una primera version de un modelo de comunicacion
para filopodios. Se utiliza el modelo de crecimiento de un filopodio desarrollado
en el capitulo anterior al cual se le agrega un mecanismo sencillo de comunicacién
con el ambiente. Este mecanismo consiste en modificar el parametro v (velocidad
retrograda) del modelo de crecimiento y alterar la direccién de crecimiento del
filopodio cuando se advierte la presencia de una fuente quimiotactica . Al detectar el
quimiotactico atractivo el filopodio disminuye v, aumentando asi su longitud y se
reorienta hacia la direcciéon del gradiente.

6.1 Modelo de comunicacion

En la Seccién 3 vimos en las micrografias de células de cancer de préstata que
la longitud de los filopodios aumenta cuando hay células cercanas, produciéndose
contactos entre filopodios de células vecinas. Mencionamos que esto puede explicarse
considerando la existencia de mecanismos de comunicacién y regulacion intercelular.
Gallo et al. revisan algunos trabajos en los que se analiza cémo la comunicacién puede
afectar a los filopodios en células neuronales [8]. En base a estudios experimentales
proponen que en presencia de gradientes quimiotacticos la longitud de los filopodios
aumenta por inhibicién de los mecanismos de retraccion de los filopodios: el flujo
retrogrado de la actina-F y la tasa de despolimerizacion de actina-G. Cuando los
filopodios detectan sustancias quimiotacticas atractivas estos se orientan y crecen
hacia las regiones donde la concentracion del quimiotdctico es mayor. En presencia
de este mecanismo de direccionamiento se observa una mayor densidad de filopodios
en la direccién del gradiente [48]. Actualmente este proceso no se conoce bien, sin
embargo, es probable que intervenga la gelsolina, una proteina de corte de actina-F
[25].

En esta seccion se aborda un modelo de crecimiento de un filopodio en presencia
de una fuente quimiotactica, esta fuente que genera el gradiente quimiotactico
atractivo podria ser un filopodio de una célula cercana. Se trabaja sobre el modelo
estocdstico de crecimiento de un filopodio de la Seccién 5, es decir, que en ausencia
de una fuente el comportamiento del filopodio se mantiene igual al modelo de
crecimiento analizado anteriormente. Para implementar un mecanismo de bloqueo
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Figura 6.1: Velocidad retrégrada (v) en funcién de la distancia entre la punta del
filopodio y la fuente (r). Para distancias menores a 15 um la velocidad depende linealmente
con r, para distancias mayores se mantiene la velocidad en el valor de la Tabla 5.2 (v =
70 nm/s).

de la retraccién de los filopodios y teniendo en cuenta que en el modelo estocastico
de crecimiento la tasa de despolimerizacion &~ produce un efecto minimo sobre
la longitud del filopodio, se decide implementar la disminucion de la velocidad
retrogada v. Debido al desconocimiento de la naturaleza de los agentes quimio-
tacticos no es posible caracterizar el gradiente de concentracién en el espacio y
tiempo minuciosamente, si se conociese la constante de difusién podria utilizarse
una gaussiana, pero éste no es el caso. Por consiguiente, se propone una relacién
sencilla: una dependencia lineal entre la concentracién y la distancia entre la punta
del filopodio y la fuente (r). Se supone que la velocidad retrégrada es afectada por
una fuente a una distancia r en forma proporcional a la concentracion del agente
quimicotdctico:

Ving
v(r) = — T, T < Tdas (6.1)
max
U(’l") = Vini, T > T'maz)

donde v;,; es la velocidad retrégrada en ausencia de quimiotdcticos, 70 nm/s (Tabla
5.2) Y rmae €s la distancia maxima para la cual hay comunicacion entre el filopodio
y la fuente. Una fuente cuya distancia al extremo del filopodio sea mayor a 7,4, no
afectara la dindmica del crecimiento de la protuberancia. Se puede estimar 7,4, a
partir del andlisis de imagenes (Seccién 3) como la mdxima longitud de un filopodio
en contacto, utilizamos r,,;, = 15um. De este modo, la velocidad retrégrada de
la protuberancia filopodial depende linealmente con la distancia entre su extremo
y la fuente; si esta distancia es mayor a r,,4, €l filopodio no se ve afectado por
la presencia de la fuente y su velocidad retrégrada es la de un filopodio aislado
(Figura 6.1). Cuanto mas cerca se encuentra la fuente respecto a la punta filopodial
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serd mayor el efecto sobre la velocidad retrégrada (o sea, menor la inhibicion en el

crecimiento debido a v).

Anteriormente, se consideraban filopodios que crecian perpendiculares a la membra-
na. Ahora, en presencia de una fuente quimiotactica, se direcciona el filopodio hacia
la fuente donde la concentracion es mayor. La eleccién del desplazamiento angular
A6 que se realiza en cada paso de tiempo At es arbitraria pues no se encuentran
reportes de éste en la bibliografia. Sélo se tiene en cuenta que el movimiento angular
sea gradual para el intervalo de tiempo elegido At.

6.1.1 Resultados

Introduciendo una fuente quimiotdctica en una posicién arbitraria (en este caso en
x =y = 2um para un filopodio que empieza a crecer en x = y = 0) se realiza una
simulacién del modelo de comunicacién manteniendo los parametros en los valores
de referencia (Tabla 5.2) (a excepcion v y € que se ven afectados por la presencia del
gradiente quimiotéctico). Se utiliza un paso temporal At = 10~ s igual que en el
modelo de crecimiento de un filopodio aislado. La fuente se introduce en ¢t = 250 s,
por lo que hasta ese instante el filopodio crece del mismo modo que en la Seccién
5. A partir de t = 250 s comienza el mecanismo de comunicacién, disminuyendo la
velocidad retrégrada segtin la ecuacién 6.1 y cambiando la direccién del filopodio
(AA = 5 x 10~® en radianes en cada paso de tiempo en direccién a la fuente).

En la Figura 6.2 se muestran 8 instantdneas del filopodio para distintos tiempos.
En el instante inicial no hay ninguna protrusién en el borde lamelipodial (Figura
6.2a). Al avanzar el tiempo comienza a crecer el filopodio aislado, hasta que llega
al estado estacionario (Figuras 6.2b y c¢). Como vimos en la Seccion 5 cuando el
filopodio alcanza el estado estacionario su longitud oscila entorno a ~ 1um (Figura
6.3), esto sucede mientras no haya ninguna fuente (¢ < 250 s). Cuando se introduce
la fuente el filopodio se inclina hacia la fuente y comienza a aumentar su longitud
(Figuras 6.2d, e y f). La longitud de la protuberancia se incrementa hasta que toma
contacto con la fuente (Figura 6.2g). Una vez que la punta del filopodio y la fuente
estan el contacto el filopodio mantiene su longitud (Figura 6.2h). En la Figura 6.3
se puede observar como evoluciona la longitud del filamento con el tiempo para
la situacién descripta en la Figura 6.2. Para ¢t < 250 s la dindmica de crecimiento
es la de un filopodio aislado, éste crece hasta alcanzar el estado estacionario en el
cual la longitud oscila al rededor de un valor promedio ~ 1um. Al introducirse la
fuente (¢t = 250 s) la longitud del filamento vuelve a aumentar hasta que éste entra
en contacto con la fuente, lo que ocurre para ¢ ~ 300 s. A partir de este instante de
tiempo el filopodio mantiene constante el valor de su longitud.

6.1 Modelo de comunicacién
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Figura 6.2: Representacion del crecimiento del filopodio en presencia de una fuente
emisora de quimiotacticos para distintos tiempos. La linea azul representa el filopodio,
la linea horizontal delgada azul es la membrana pldsmatica y el punto rojo simboliza la
fuente quimiotactica. Las coordenadas espaciales en los ejes x y y estdn en um.
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Figura 6.3: Evolucién temporal de la longitud del filamento. La linea punteada naranja
sefiala el tiempo en el cual se introduce la fuente quimiotactica (250 s).
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Los resultados mostrados en el presente capitulo constituyen un primer ensayo para
mostrar de qué forma se puede incluir la comunicacion (ya sea con el entorno o con
otros filopodios) en el modelo de crecimiento de filopodios.

6.1 Modelo de comunicacién
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Conclusiones

Se analizaron imagenes de miscroscopia confocal de células de cancer de préstata
PC3. Asi, se caracterizo estadisticamente mediante el valor medio y la funcién de
densidad de probabilidad, la longitud de los filopodios y la distancia de separacién
entre ellos. También se estudiaron los contactos intercelulares obteniéndose la
distribucién y el valor medio de sus longitudes. Se encontré que los filopodios
involucrados en contactos celulares presentan longitudes significativamente mayores
que aquellos que se encuentran aislados. Este resultado sugiere la existencia de
comunicacién entre células.

Se present6 un modelo deterministico para la iniciacion de filopodios que predice
una relacion entre los parametros del modelo en estado estacionario. Se implentd
un modelo estocastico de iniciacion de filopodios sobre el borde lamelipodial y
se verificaron las predicciones realizadas por el modelo deterministico a pesar de

la falta de estacionareidad de los resultados en las escalas temporales estudiadas.

Ambos modelos fueron propuestos por Mogilner y Rubinstein [30]. Ademas, a partir
del modelo estocastico se obtuvo la distribucidn de la distancia de separacién entre
filopodios adyacentes y se estudio el efecto de variar los distintos pardmetros del
modelo. El histograma de distancias determinado con el modelo fue contrastado con
la distribucién obtenida experimentalmente y se encontré que ambas presentan una
forma similar aunque el histograma experimental posee una cola de distribuciéon
mas larga que el tedrico.

Se implementé un modelo estocastico de crecimiento de un filopodio y se presento
un cdlculo de campo medio para la longitud estacionaria del filamento, ambos
propuestos por Erban et al. [6]. También se analizé la influencia de la modificacién de
los parametros del modelo en la longitud estacionaria del filamento. Se compararon
los resultados entre el calculo aproximado y las simulaciones para los distintos
parametros estudiados, encontrandose que ambos modelos presentan la misma
dependencia de los pardmetros en la longitud del filamento.

Finalmente se presenté un modelo que incluye la comunicacién con el entorno para
un filopodio en crecimiento. En base a la bibliografia y teniendo en cuenta el efecto
de los parametros del modelo de crecimiento de un filopodio aislado se propuso un
mecanismo de regulacién de su longitud en presencia de un gradiente quimiotactico
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atractivo. El modelo reproduce el aumento de la longitud del filopodio al introducir
una fuente emisora de quimiotacticos.

Para el futuro se propone la unificacién del modelo de iniciacién con el modelo de
crecimiento estocastico la cual no se realiz6 por falta de tiempo. Para ello, seria
optimo desarrollar modelos discretos en el espacio para disminuir el tiempo de
cémputo y seria necesario realizar nuevas consideraciones respecto a la combinacién
de los filopodios. Por ejemplo: deberia estipularse si los filopodios inclinados se
combinan en la base o en la punta. A demds, se podria afiadir la comunicaciéon
celular y considerar las fuentes quimiotdcticas como puntas de filopodios de células
cercanas. De esta forma, se podrian simular secciones de membranas con filopodios
enfrentados o células completas interactuando. Aqui también surgirian nuevos
interrogantes, por ejemplo: ¢se comunican los filopodios de una misma célula? Cabe
destacar que esto requeriria tiempos de cémputo sustancialmente mayores respecto
a los que han tomado las simulaciones realizadas en este trabajo.

Capitulo 7 Conclusiones
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