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Resumen

Durante la neurulacién primaria, el neuroectodermo pseudoestratificado inicialmente plano
del embriéon amniota se pliega y se fusiona, dando forma al tubo neural. Este fendmeno
complejo (y todavia no bien comprendido) involucra cambios morfolégicos vy
contribuciones mecanicas tanto del neuroectodermo como de los tejidos adyacentes.
Podemos intentar entender las condiciones mecanicas que permiten el plegado normal
estudiando las condiciones en las que este proceso falla. Por ejemplo, la activaciéon
farmacologica via PMA de la quinasa PKC produce defectos inusuales: la falla del cierre
del tubo neural, la alteracidon de la polaridad apico-basal, y la eliminacion de células de la
monocapa hacia el lado apical. Este ultimo fenédmeno, denominado extrusion celular,
suele clasificarse dependiendo de si la célula eliminada esta destinada a la muerte celular
por apoptosis (extrusion apoptotica) o no (extrusion viva), y no ocurre normalmente en
este sistema. Resultados previos indicaron que la extrusion observada podria ser de este
ultimo tipo, y que su origen podria deberse a la accion de MARCKS, una proteina capaz
de vincular la membrana con la corteza celular, sugiriendo una causa principalmente
mecanica para la misma.

Con el objetivo de comprender el origen de la extrusién celular emprendimos una
aproximacion doble, realizando experimentos farmacoldgicos sobre embriones de pollo
cultivados, utilizando PMA y el inhibidor de la apoptosis QVD-OPh, y también
experimentos in silico con un modelo mecanico que adaptamos buscando representar la
morfologia de los epitelios pseudoestratificados.

En nuestros experimentos farmacologicos tanto el tratamiento con PMA como el
tratamiento doble con PMA y QVD-OPh generaron extrusién apical generalizada y
alteraron la distribucion normal de MARCKS, asi como de los marcadores apicales y-
tubulina y ZO-1, que se volvieron mas dispersos y menos polarizados, particularmente
entre las células extruidas. En los embriones tratados con PMA fue posible encontrar
células extruidas conteniendo la forma activada de Caspasa-3 (un marcador de
apoptosis), que presentaron en general un aspecto anormal, diferenciandose de la
mayoria de las células extruidas. No fue posible encontrar células asi marcadas en los
embriones que fueron tratados con PMA y QVD-Oph.

En las simulaciones computacionales se observd extrusion generalizada en tejidos con
altas densidades nucleares, que pudo ser prevenida al introducir fuerzas que
normalmente no son consideradas a la hora de modelar epitelios, relacionadas en nuestro
caso con la distincion entre el lado apical y basal. Bajo estas condiciones se obtuvieron
morfologias similares a la pseudoestratificada, con células columnarizadas cuya forma se
ajusta a la distribucion de nucleos rigidos. Como caso particular, mostramos que las
simulaciones inicializadas con un grupo de células con nucleos localizados basalmente
flanqueadas por un tejido sin nucleos dan como resultado un epitelio establemente
plegado, pasando por estados semejantes a los observados en la neurulacién primaria.

En conjunto, podemos afirmar que los diversos defectos inducidos por el tratamiento con
PMA son independientes de la apoptosis, y que la extrusién apical asi inducida es un
ejemplo de extrusidn viva, posiblemente causada por una inestabilidad mecanica que en
situacion normal seria prevenida por mecanismos relacionados con el establecimiento de
la polaridad apico-basal de las células del epitelio. Ademas, nuestros resultados sugieren
que estos mecanismos coinciden con aquellos que dan su caracteristica morfologia
pseudoestratificada al neuroepitelio durante la neurulacion primaria, y que difieren con
respecto a los que dominan el estado mecanico de otros epitelios.



Introduccioén

Que durante los fenomenos del desarrollo deben estar actuando fuerzas mecanicas' es
un hecho conocido desde hace mas de un siglo, y es evidente por un simple motivo: los
sistemas biologicos son sistemas fisicos, y en los sistemas fisicos el movimiento no
inercial® y las deformaciones (ambas cosas claramente manifiestas en el desarrollo)
requieren fuerzas. Sin embargo, en el estudio de la biologia del desarrollo, otro tipo de
aproximaciones basadas en la bioquimica, la biologia celular, la genética, etc. han sido
histéricamente preferidas y utilizadas con gran éxito. El desarrollo de nuevas técnicas de
medicion de fuerzas y analisis de imagenes, asi como el aumento del poder de cémputo
necesario para realizar grandes numeros de simulaciones computacionales han
estimulado el estudio mecanico de los tejidos y los procesos del desarrollo, haciéndolos
relevantes sobre todo en las ultimas décadas (Goodwin & Nelson, 2021). Este desarrollo
reciente permite unir las aproximaciones mecanicas a la lista antes mencionada y asi
contribuir una nueva perspectiva a las disponibles para la comprension de los fascinantes
eventos propios de la vida temprana.

Naturalmente, aquellos bidlogos que se interesen por esta perspectiva requeriran acceder
a conocimientos fisicos/matematicos para poder desarrollar modelos y contrastarlos con
los resultados experimentales, pero hay que sefalar que este interés no es unilateral. Por
tratarse de sistemas fisicos extremadamente complejos, la materia viva constituye un area
intrigante para los fisicos, que requeriran a su vez de acceso a conocimientos bioldgicos,
resultando en un tema cuyo estudio es en gran medida interdisciplinario y rinde frutos
novedosos a distintas ramas de la Ciencia®.

Motiva al presente trabajo intentar aportar a esta aparente interfaz cientifica,
parcialmente* en el espiritu de la interdisciplinaridad, mediante el estudio de un fenémeno
del desarrollo desde una perspectiva mecanica. Para esto fueron utilizados tanto
experimentos en embriones cultivados como simulaciones computacionales de modelos
fisicos, con su correspondiente analisis matematico, limitados en su alcance por los
limites actuales de la Ciencia, y (sobre todo) por los de su autor.

El fendmeno elegido en este caso resulta de ciertos defectos sugerentemente mecanicos
que pueden ser inducidos durante la neurulacién primaria en el embridén de pollo.

1 Distintas del concepto de “fuerzas” utilizado de manera abstracta en biologia, sin necesariamente
guardar relacioén con la fisica. De aqui en adelante s6lo hablaremos en términos mecénicos, por ejemplo
sobre tensiones y presiones.

2 Como el que muestra cambios de velocidad o de direccion, incluyendo el pasaje del reposo al
movimiento.

3 Sin mencionar la gran y necesaria interaccion con la informatica y la 6ptica, por mencionar algunos.

4 La bibliografia lo es, pero ¢,qué tan interdisciplinaria puede ser una sola persona?



Neurulacion Primaria

La neurulacién es el proceso por el cual se genera el tubo neural, precursor del sistema
nervioso central, y constituye uno de los eventos mas importantes del desarrollo temprano
de los embriones vertebrados. Particularmente, la neurulacién primaria es el proceso por
el cual, en embriones amniotas, el neuroectodermo (NE) inicialmente plano se pliega y
une sus bordes laterales (en la interfaz con el ectodermo no neural (ENN)), logrando una
morfologia tubular (Figura 1). Este proceso es de interés por distintos motivos: por su rol
en el desarrollo de Sistema Nervioso, por ocurrir de manera similar en diversas especies
(incluyendo el humano), y sobre todo para nosotros, por ser un claro ejemplo de la accion
de fuerzas mecénicas en el desarrollo.

Primero el NE forma la placa neural, volviéndose mas angosto (en direccion medio-
lateral), grueso (en direccion dorso-ventral) y extenso (en direccidn antero-posterior). A
medida que esto ocurre, la placa neural comienza a plegarse, experimentando una serie
de cambios: (1) se forma un “Punto bisagra” medial y dos medio-laterales, que constituyen
tres puntos donde la placa esta anclada a los tejidos adyacentes (2) se elevan los
pliegues neurales incipientes alrededor del punto bisagra medial y (3) convergen los
pliegues neurales definitivos sobre los puntos bisagra medio-laterales, cerrando el tubo
(Schoenwolf et al., 1988). Experimentos clasicos demostraron que la formacién de los
puntos bisagra depende principalmente de cambios en las células de la placa, mientras
que el plegado en si depende principalmente de las células del ENN adyacente (Figura
2;Colas & Schoenwolf, 2001).

La neurulacién primaria se da (con algunas diferencias) a lo largo del eje antero-posterior,
ocurriendo de diferentes formas en diferentes especies. En pollos, la regidn
correspondiente al cerebro medio es la primera en completar el cierre, que prosigue tanto
anterior como posteriormente, dejando aberturas en ambos extremos (“neuroporo
anterior” y “posterior’) que terminan por cerrarse al finalizar la neurulacion (Nikolopoulou
etal., 2017). Los defectos en el cierre del tubo neural pueden llevar a condiciones
patolégicas graves tales como anencefalia (si no se termina de cerrar el neuroporo
anterior) y espina bifida (en el caso del neuroporo posterior) (Ampartzidis et al., 2023).



Figura 1: Cortes transversales vistos con microscopia electrénica de barrido (Izquierda, A-
D) y embriones enteros (Derecha) en distintos momentos de la neurulacion primaria del
pollo en aproximadamente la misma regién (mesencéfalo presuntivo). (A) Placa neural
plana iniciando el plegamiento, presentando un punto bisagra medial. (B) Inicio del
plegamiento, con pliegues neurales incipientes ya visibles. (C) Convergencia de los
pliegues neurales, que se mantienen sin fusionar. (D) Habiéndose fusionado en gran
medida los pliegues neurales definitivos, se forma el techo del tubo neural, definiendo
(entre otras) las células de la cresta neural (flechas). dlhp: punto bisagra dorsolateral; ee:
ectodermo no neural (ENN), mhp: punto bisagra medial; n: notocorda; nf: pliegue neural;
np: placa neural. Reproducido de Colas & Schoenwolf (2001).



Figura 2: Fuerzas presentes durante la neurulaciéon primaria en el embrién de pollo.
(Arriba) Imagen de un embrién de pollo con 28 h de incubacion (etapa de 4 somites) visto
desde el lado dorsal, junto con un diagrama esquematico que representa la region
marcada, mostrando el NE (en blanco) asi como los tejidos y estructuras adyacentes (en
gris), que participan en la generacion de fuerzas externas.F ap : Fuerzas en el eje antero-
posterior, Fy,; : Fuerzas laterales; Fpy : Fuerzas externas en el eje dorso-ventral (Abajo)
Fuerzas que actuan a nivel microscopico sobre el NE. Los diagramas muestran conjuntos
de células del NE, vistos en un corte tangencial desde el lado dorsal, donde presentan
una forma aproximadamente poligonal (1zq.) y en un corte perpendicular, donde presentan
una forma de huso (Der.), con acumulacion apical de actina y nucleos a diferentes alturas
del eje dorso-ventral. P: Presion generada por el volumen interior de la célula, y que se
resiste a la compresion del mismo; T': Tension superficial asociada a la interfaz entre
células, y que depende principalmente de las propiedades de la membrana celular (en los
modelos, sin embargo, se suele incluir en T fuerzas relacionadas a la corteza celular); f:
fuerzas de traccion generadas por los distintos filamentos de actina-miosina (la corteza),
de organizacion compleja; A: Fuerzas de adhesion entre las distintas células, generadas
por diversas proteinas de adhesion, particularmente la N-cadherina;, F.: Fuerzas
asociadas al movimiento del nucleo en el eje dorso-ventral como parte de la migracion
nuclear intercinética.

Mecanicamente, el pliegue del neuroepitelio ha sido objeto de estudio desde hace 150
afios (His, 1874; Roux, 1893). Las fuerzas involucradas pueden ser multiples y de
diversos origenes (Figura 2), extrinsecas o intrinsecas, todas asociadas de alguna
manera a la capacidad de pliegue. Como se menciond antes, estan involucradas fuerzas
laterales (F},;) generadas por el ENN, necesarias para completar el plegamiento (Alvarez
& Schoenwolf, 1992; de Goederen et al., 2022). El estiramiento del propio EN (p. €j.: por
extension convergente) genera fuerzas en sentido axial (F4p) sobre cada seccion del
mismo que podrian inducir un plegamiento en el eje de estiramiento (Schoenwolf & Smith,



1990). Y aunque no en el caso de la neurulacion primaria, se ha propuesto que la accion
de fuerzas en el eje dorso-ventral (Fpy) por parte de la membrana vitelina puede ejercer
una influencia mecanica importante en distintas situaciones durante el desarrollo (Chen
et al., 2016; HoCevar Brezavscek et al., 2012). Ademas se ha demostrado que, una vez
cerrado el tubo neural, la interaccion mecanica con otros tejidos ejerce fuerzas en el eje
antero-posterior con diferentes efectos en diferentes secciones del NE (Danesin et al.,
2021).

Mas alla de estos efectos a la escala de tejidos, se entiende que los cambios a nivel
celular en numero, posicion, forma, tamano, adhesion y hasta la muerte celular (todos
asociados a fuerzas intrinsecas al NE) cumplen un rol fundamental (Colas & Schoenwolf,
2001; Roellig et al., 2022). Particular atencion se ha prestado al rol de la actina (Escuin
et al., 2015; Zolessi & Arruti, 2001), o0 mas en general, al de la corteza celular (Salbreux
et al., 2012). La capacidad de la corteza de contraerse y de acoplarse a las proteinas de
adhesion celular y a la membrana apical (Lembo et al., 2023; Sawyer et al., 2011) la
convierten en un punto de partida natural cuando se buscan las causas mecanicas de
diversos procesos morfogenéticos. Se la ha vinculado ademas con las tensiones medibles
apicalmente (Chugh etal.,, 2017, 2017; Sitarska & Diz-Mufioz, 2020), que figuran
usualmente en los modelos actuales del tema (Alt etal.,, 2017), y sobre todo con la
determinacién de la forma celular por el bien conocido fenémeno de constriccion apical.

La constriccion apical es un gran ejemplo de como los cambios a nivel celular (acoplados
con la polaridad epitelial) pueden llevar a cambios en la morfologia del tejido entero.
Mediante la actividad de la miosina de tipo Il presente en la corteza apical, se puede
disminuir el area apical de una célula. Si durante este proceso se preserva el volumen de
la célula, la misma adquiere una forma de cufa, lo que promueve la curvatura del epitelio.
La constriccidén apical ha recibido atencion tanto experimental como tedrica (Ampartzidis
etal.,, 2023; Martin & Goldstein, 2014; Yamashita et al., 2024) y suele usarse como
explicacion para fendbmenos morfoldgicos de este estilo, siendo de los mecanismos de
pliegue mas estudiados en la actualidad.

Sin embargo, se han propuesto otros mecanismos para el plegado de monocapas
epiteliales (Li etal., 2020; Pearl etal., 2017). Particularmente, es sabido que en la
neurulacion primaria en embriones de pollo la inhibicién de la actividad de la miosina Il no
detiene la formacion del pliegue medial ni altera la morfologia en cufia de las células
involucradas. El motivo parece ser que en este caso, en vez de generar una constriccion
apical, se produce una expansion basal de las células debido a un posicionamiento
preferentemente basal del nucleo durante este proceso, con resultados similares
(Schoenwolf et al., 1988). Esta capacidad responde a las caracteristicas particulares del
neuroepitelio, que son fundamentales para entender nuestro problema de estudio.

El Neuroepitelio

El neuroepitelio es un epitelio pseudoestratificado, es decir, un epitelio constituido por
una sola capa de células que abarcan todo el grosor del tejido pero cuyos nucleos se
localizan a distintas alturas, dando un aspecto de diversas capas celulares (de donde
surge el término). Estos tejidos presentan polaridad apico-basal y en condiciones
normales la divisién celular ocurre en células cuyo nucleo esta localizado apicalmente, lo
cual requiere el acoplamiento de la posicion nuclear y el ciclo celular en la denominada
migracion nuclear intercinética (Norden, 2017). Esto significa que las células del
epitelio pseudoestratificado tienen formas tridimensionales complejas y dinamicas,
particularmente al compararlas con otras células epiteliales (Iber & Vetter, 2022). La
morfologia pseudoestratificada permite la inclusion de un gran numero de células en un
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espacio reducido, caracteristica imprescindible para un tejido activamente proliferante
como el NE, y que se ve acentuada aun mas por la columnarizacion de la placa neural
que ocurre al principio de la neurulacion®.

Debe destacarse que desde un punto de vista mecanico, el NE debe ser capaz no solo de
generar las fuerzas que lleven al cambio de forma, sino que también debe ser capaz de
ser deformado apropiadamente para que esas fuerzas (mas las extrinsecas) efectuen sus
resultados. Es decir, debe ser capaz de afectar, y ser afectado, caracteristica propia de los
llamados “materiales activos” (D. A. Fletcher & Geissler, 2009). El tejido debe ser, por
ejemplo, tanto suficientemente rigido como para poder completar complejos movimientos
morfogenéticos de manera organizada, como suficientemente flexible para permitir que la
placa se convierta en un tubo (Eom et al., 2011).

Podemos decir que al referirnos a estas propiedades estamos hablando del estado
mecanico del tejido, que incluye propiedades a distintas escalas espaciales y temporales
tales como su rigidez, los esfuerzos internos entre células, la dinamica nuclear, etc., y que
parece estar determinado de manera compleja por un gran numero de factores conocidos,
como la polaridad apico-basal, el citoesqueleto de actina y miosina, el nucleo, los
microtubulos, las proteinas de adhesion, las vesiculas intercelulares, entre otros. Para
entender la neurulacion primaria es necesario entender el estado mecanico del
neuroepitelio durante la misma, y para entender esto es buena idea observar qué
propiedades cambian cuando la neurulacion falla.

Antecedentes: Como inducir y estudiar defectos en la
neurulacion

La Proteina MARCKS

MARCKS (Myristoylated Alanine-Rich C-Kinase Substrate) es una familia de proteinas
ubicuas compuesta en pollo por dos proteinas (MARCKS y MARCKS-Like 1) que sirven
como sustrato para diferentes quinasas de la familia de la PKC (Figura 3). Las proteinas
de esta familia tienen una estructura intrinsecamente desordenada y tres dominios
altamente conservados: un extremo N-terminal miristoilado que, por tener unida una
cadena larga de acidos grasos, es capaz de insertarse en la membrana celular y
secuestrar PIP; (Fosfatidilinositol bisfosfato) (Laux et al., 2000); un dominio llamado MHZ2;
y el dominio efector (ED), que contiene serinas que pueden ser fosforiladas por PKC
(Arbuzova et al., 2002). MARCKS se une a la membrana tanto hidrofébicamente via el
dominio miristoilado como electrostaticamente via residuos basicos del ED, requiriéndose
ambas fuerzas para estabilizar la unién. Esto permite que, al fosforilar las serinas del ED,
se reduzca la interaccion con la membrana lo suficiente como para lograr que se separe
de la misma, constituyendo lo que se llama el “Switch electrostatico” (McLaughlin &
Aderem, 1995), el cual permite regular la distribucion y funcion de MARCKS dentro de la
célula. Cuando esta unida a la membrana, MARCKS es capaz de entrecruzar filamentos
de actina uniéndose directamente a los mismos, e incluso de promover la polimerizacidn
de actina (El Amri et al., 2018).

5 Existen, sin embargo, epitelios pseudoestratificados mucho mas gruesos, llegando hasta el milimetro,
aproximadamente (para una discusion sobre esta clasificacion, ver Norden, 2017)
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Figura 3: Representacion de las principales interacciones y cascadas de sefalizacion de
MARCKS. La proteina MARCKS tiene una estructura intrinsecamente desordenada que
contiene tres dominios conservados. Cuando las serinas del dominio efector (verde) no
estan fosforiladas, la proteina puede unirse tanto a filamentos de actina (haciendo
crosslinking) como a la membrana, tanto por interacciones electrostaticas del dominio
efector como hidrofébicamente por su dominio miristoilado (naranja). En el caso que la
proteina sea fosforilada (principalmente por PKC, que a su vez puede ser activada
mediante el uso de PMA), la misma se separa de la membrana y se vuelve citoplasmica
(“Switch electrostatico”). Bajo altas concentraciones de calcio, MARCKS es capaz de
unirse a la Ca-calmodulina, lo que también le da una distribucion citoplasmatica. Notese
que la capacidad de entrecruzar filamentos de actina, asi como las interacciones con PKC
y Ca-CAM son mutuamente excluyentes.

Trabajos realizados por nuestro grupo de investigacion mostraron que la proteina
MARCKS se localiza apicalmente en la placa neural del embrion de pollo (a diferencia de
los tejidos circundantes) hasta el cierre del tubo neural, cuando pierde esta distribucion
polarizada (Zolessi & Arruti, 2001). Se demostr6 ademas que la activacion de PKC
utilizando el forbol-ester pro-carcinogénico y permeable a la membrana forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA) disminuye en gran medida la polarizacién apical de MARCKS
e induce una serie de defectos en la neurulacion (extrusion celular, pérdida de la polaridad
apico-basal y disminucién del grosor de la monocapa, entre otros) que pueden ser
parcialmente evitados al expresar una forma no fosforilable de MARCKS y reproducidos
mediante el knockdown de MARCKS usando morfolinos (Aparicio et al., 2018; Figura 4).
Estos resultados sugieren un rol importante para MARCKS en el correcto desarrollo de la
neurulacion, particularmente en relacion a los defectos antes mencionados.

12



GFP/Laminin/F-actin Laminin/DNA
XY i

MA

MO/F-actin DNA/F-actin GFP/F-actin DNA/F-actin

Control MO
GFP+PMA

MARCKS MO
NPMARCKS/GFP
+PMA

Figura 4: Relacion entre defectos inducidos por PMA y la proteina MARCKS en el embrion
de pollo. (a) El tratamiento con PMA induce extrusion apical. Al observar células
electroporadas para expresar EGFP que han sido extruidas (puntas de flecha) puede
comprobarse que han perdido totalmente el contacto con la lamina basal, lo cual no
acontece en el EN normal, que conforma una monocapa. (b) Este efecto puede ser
parcialmente reproducido (puntas de flecha: células extruidas) haciendo un knockdown de
MARCKS usando morfolinos. (c) Los defectos generados por el tratamiento con PMA
pueden ser parcialmente evitados mediante la expresion de una forma no fosforilable de
MARCKS (NPMARCKS, coexpresada con GFP), permitiendo una disminucion casi total
de la extrusién, pero manteniendo la pérdida de grosor de la monocapa (no mostrado
aqui). Modificado de Apatricio et al. (2018).

Extrusion Celular

Entre los efectos del tratamiento con PMA destacamos la ocurrencia de extrusién
celular, un mecanismo que ha sido relacionado con varios procesos del desarrollo, asi
como con la carcinogénesis (Veloz et al., 2022). Este término se refiere a los procesos
que involucran sefiales bioquimicas y mecanicas, y que en conjunto logran expulsar
células de la capa epitelial en la que se encuentran, ya sea por el lado apical (como en
este caso) o basal (Eisenhoffer & Rosenblatt, 2013; Nanavati et al., 2020). Tipicamente la
extrusion celular se clasifica en dos tipos: apoptética (donde se elimina una célula que ha
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comenzado el proceso de apoptosis) o viva (“live”; donde se elimina una célula viva), con
cada una de ellas comprendiendo procesos distintos.

La extrusidon apoptoética involucra cambios a mediana escala en el epitelio, como
irregularidades topologicas, contracciones pulsatiles y disminucion en la tensién del tejido
(Atieh etal., 2021; Saw etal.,, 2017). Las propias células apoptéticas se vuelven
hipercontractiles antes de la extrusion (Nanavati et al., 2020) y secretan esfingosina-1-
fosfato (S1P) para activar RhoA en células vecinas (Eisenhoffer et al., 2012; Villars &
Levayer, 2020), lo que induce lamelipodios activos y el ensamblaje de un anillo basal de
actomiosina mediante un proceso que depende de la cadherina (Duszyc et al., 2021;
Lubkov & Bar-Sagi, 2014; Rosenblatt et al., 2001).

La extrusion viva, por otro lado, es uno de los mecanismos compensatorios que los
epitelios utilizan para mantener densidades celulares constantes durante la proliferacion, y
ocurre normalmente en muchos epitelios, como en las microvellosidades intestinales,
donde se identificé por primera vez (Madara, 1990). En este tipo de extrusion, que la
célula sea extruida “viva® quiere decir que la célula permanecera viva, jugando un rol
activo en el proceso hasta eventualmente morir por anoikis una vez completa la extrusion
(Slattum & Rosenblatt, 2014). Esta forma de extrusion requiere canales ionicos
mecanorreceptores (tipo Piezo1 y Piezo2), S1P y la via Rho-miosina, y es capaz de
producir cambios topolégicos regulares en la organizacion del epitelio (Eisenhoffer et al.,
2012; Nanavati et al., 2020)

De estas dos, solo la extrusion apoptética ha sido sefialada como funcional en la
neurulacion primaria en aves, facilitando el cierre del tubo neural (Roellig et al., 2022),
mientras que la extrusion de células vivas no parece ser parte del desarrollo normal del
NE. Resultados previos mostraron que en el caso de la extrusiéon causada por tratamiento
con PMA, solo algunas de las células extruidas del NE de pollo se marcaron con un
anticuerpo anti Caspasa-3 activa e incluso se observaron algunas células con nucleos
mitoticos, indicando que podria tratarse de extrusion viva (Aparicio et al.,, 2018). Sin
embargo, el uso de métodos de inmunodeteccion puede llevar a subestimar enormemente
la importancia correspondiente a la apoptosis en casos de extrusién celular (Levayer
et al., 2016). Para poder confirmar que la apoptosis no esta relacionada con la extrusiéon
celular observada en este caso, seria necesario evitarla, por ejemplo mediante el uso de
un farmaco antiapoptaético.

Modelos fisico-matematicos para la neurulacion y la extrusion celular

Tanto el pliegue y cierre del tubo neural como la extrusion han recibido atencion desde el
punto de vista de la modelizacion mecanica de manera semi-independiente. Semi-
independiente porque, a pesar de no haber sido combinados en un solo modelo, los
formalismos utilizados para estudiarlos han coincidido. El esfuerzo de modelizacion de la
neurulacion y, mas en general, el pliegue de epitelios ha sido diverso, incluyendo Modelos
de Elementos Finitos (FEM, por sus siglas en inglés) (Brodland et al., 2010; de Goederen
et al., 2022; Fierling et al., 2022) y Vertex Models (Modelos de Vértices) (Hannezo et al.,
2014; Hiraiwa et al., 2019). Los intentos de modelizar la extrusién suelen caer en este
ultimo campo (Lee & Morishita, 2017; Marinari et al., 2012; Okuda & Fujimoto, 2020),
aunque es posible también encontrar modelos basados en otros formalismos que
fortuitamente exhiben extrusion celular (p. ej.: Yamashita et al., 2024).

Los Vertex Models (VMs) representan un tejido como un conjunto de células, y a cada
célula como un poligono, representando la interfaz con otras células como una linea recta.
Pueden ser tridimensionales (donde se representa cada célula como un poliedro y las
interfaces como trapecios) o bidimensionales, representando solamente la superficie o0 un
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corte del tejido, tipicamente visto “desde arriba” (modelo apical) o “desde un lado” (modelo
lateral, como en un corte transversal del tejido)(Figura 5). Las variables de interés en
estos modelos suelen ser las posiciones de los vértices que definen las células (de ahi su
nombre), de donde se pueden determinar los términos relevantes para las energias o
fuerzas que caracterizan el sistema (Fletcher et al., 2014)

2D apical vertex model 3D apical vertex model 2D lateral vertex model 3D vertex model
il | m
“‘ ‘\ ‘\ | ‘
(a) (b) (0 @)
flat apical surface apical surface lateral cross section apical and basal surface

Figura 5: Diferentes tipos de Modelos de Vértices (VMs) presentes en la literatura. (a)
Modelo 2D apical en el que los vértices delimitan la superficie apical de células en un
epitelio plano con células aproximadamente prismaticas. (b) Modelo 3D apical en el que
se permite que los vértices que definen la superficie apical de las células se desplacen en
el espacio, definiendo asi epitelios que pueden presentar curvaturas. (c) Modelo 2D lateral
en el que los vértices definen células cuadrangulares, representando las dinamicas en un
corte transversal del epitelio. (d) Modelos completamente 3D en el cual los vértices que
definen una célula poliédrica pueden tomar cualquier posicion en el espacio, permitiendo
representar cambios en todos los ejes del epitelio. Adaptado de Alt et al. (2017).

Tipicamente estos modelos estan caracterizados por un funcional de energia que incluye
términos relacionados al area (o volumen) celular, el perimetro (o superficie) total o de
interfaces particulares, como por ejemplo (Farhadifar et al., 2007):

E(R;) = Z % (Ao — Ag)Q 4 Z Aijlij + Z %Li (Ec. 1)

o <%,j> a

donde R; es el vector (de dos o tres entradas) que representa la posicion del vértice i, A,
es el area de la célula o y A° un “area objetivo” (target area; equivalente volimen objetivo
en modelos 3D) propia de la célula o el tejido, /;; el largo de la arista entre los vértices i y j
, L, el perimetro de la célula o (equivalente al area superficial en modelos 3D) y K, A;; y
I', son parametros (en principio constantes) asociados a cada término. Las sumas sobre «
son sobre todas las células y aquellas sobre < i,j > son sobre todas las aristas®. Se
asume en general que el sistema tendera a un minimo local de esta energia.

Alternativamente, puede plantearse la dinamica del sistema en términos de fuerzas, que
pueden incluso derivarse de ecuaciones como la Ec. 1 mediante la relacion
Ftot _ OF
' OR;
siendo F/°' la fuerza neta actuando sobre el vértice i. Uno podria pensar inicialmente que

una descripcion basandose en fuerzas tendria una dinamica Newtoniana, es decir de
segundo orden, con

(Ec. 2)

27, .
m? dﬁ’ = Fitet (Ec. 3)

6 Esta nomenclatura puede variar y no es, de hecho, la que usaremos en este trabajo.
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siendo m la masa de la particula y d2ﬁi/dt2 su aceleracion. Sin embargo, para sistemas
biolégicos microscopicos se asume que los efectos inerciales son despreciables (debido
al pequefio valor del numero de Reynolds), por lo que nos encontramos en un régimen
viscoso, donde las fuerzas de friccion dominan. Dicho de otra manera, como la masa de
un objeto es aproximadamente proporcional a su largo al cubo y su superficie es
aproximadamente proporcional a su largo al cuadrado, a pequefias escalas espaciales el
efecto de la masa se vuelve despreciable frente al de las fuerzas viscosas, que dependen
de la superficie de contacto con el medio. Si asumimos que las fuerzas viscosas son
proporcionales y opuestas a la velocidad (via una viscosidad nr) podemos separar las
fuerzas totales en —nrdR;/dt y F;y escribir entonces

. dR; = R
F; —ngr pm = F; =M= ~ 0 (Ec. 4)
con lo que se obtiene la dinamica de primer orden (Odell et al., 1981)’
dR; =
=F; Ec.
R, (Ec. 5)

Ciertas aproximaciones practicas son necesarias para el estudio de los VMs. Por ejemplo,
si dos vértices se acercan mucho (a menos de una distancia predeterminada), se los une
en uno solo. Cuando se utilizan los VMs para estudiar la extrusion celular en 2D,
normalmente se dice que la extrusién ocurre cuando una célula se convierte en un solo
vértice, marcando su expulsiéon del plano® (Alt et al., 2017), mientras que en 3D puede
explicitarse esto a la reduccion a un solo punto en una de las dos caras del epitelio
(Okuda & Fujimoto, 2020). Cabe destacar que muchas caracteristicas de los VMs (por
ejemplo, la forma de sus funcionales de energia) se derivan de la fisica de las espumas,
realizando una analogia entre células y burbujas (Fletcher et al., 2014).

Aunque estos modelos no suelen incluir nucleos, preocupandose mas por los efectos de
las membranas y cortezas celulares, algunos los han incluido, por ejemplo para modelar
el efecto de la migracion nuclear intercinética (Ishii et al., 2021). Por asumir interfaces
rectas o planas, es inmediato que los VMs son incapaces de representar la compleja
morfologia de los epitelios pseudoestratificados, aunque existen modelos relacionados
que permiten interfaces curvas (Kim etal.,, 2021) y se han encontrado similitudes
cuantitativas entre los planos de corte de un epitelio pseudoestratificado y los VMs
bidimensionales (Gémez etal., 2021; Iber & Vetter, 2022), implicando una posible
generalizacién que los incluya.

7 Curiosamente, la proporcionalidad de las fuerzas y la velocidad significa que estos sistemas obedecen
una dinamica Aristotélica en vez de Newtoniana.

8 Por supuesto, en el caso que el tejido sea “visto desde arriba”, esta ocurrencia no nos dice hacia dénde
fue extruida la célula.
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Hipétesis
Para el presente trabajo, y siguiendo los antecedentes expuestos en la introduccion,
proponemos que:

1.

La extrusion celular inducida por PMA en el neuroepitelio de pollo durante la
neurulacion primaria es un ejemplo de extrusion viva

Durante la neurulacion primaria en condiciones normales, el neuroepitelio se
encuentra en un estado que es (aproximadamente) mecanicamente estable. Es
decir, que aunque hay cambios dinamicos en el mismo, podemos aproximar su
estructura como correspondiente a un estado de equilibrio estable de las fuerzas
mecanicas involucradas.

Bajo el tratamiento con PMA, este estado normal se vuelve inestable y el tejido
tiende a otro, necesitando la extrusion generalizada de células en el proceso.

Objetivos

El objetivo de este trabajo de tesis es identificar el origen de la extrusién celular que se
observa en la neurulacion primaria del embridn de pollo bajo tratamiento con PMA.

Para lograr esto, decidimos aproximarnos al problema por dos caminos distintos: uno
experimental, realizando experimentos en embriones de pollo cultivados, y uno teorico,
analizando y realizando simulaciones sobre un modelo mecanico. De esta forma los
objetivos especificos de este trabajo son:

1.

Determinar el tipo de extrusion observada, es decir si se corresponde a un caso de
extrusion viva o apoptética.

Construir un modelo mecanico del neuroepitelio, y utilizarlo para identificar
condiciones que puedan llevar a la ocurrencia de extrusion celular.
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Experimentos farmacologicos sobre embriones
Métodos

Cultivo de Embriones

Para los experimentos se utilizaron embriones de pollo obtenidos a partir de huevos
donados por la avicola Prodhin (Montevideo, Uruguay), incubados a 37 °C con humedad
constante. Los embriones fueron cultivados utilizando la técnica EC, por la cual son
removidos del huevo usando un papel de filtro y cultivados sobre un sustrato semi-sélido
(Chapman et al., 2001), manteniendo la disposicion in ovo de los distintos componentes,
incluyendo la membrana vitelina, que continua tensionada contra el embrion.

Para realizar el cultivo, los huevos fueron sacados de la incubadora en grupos de 6 0 12
(empezando una vez incubados por 28 h) y procesados individualmente. Siguiendo el
meétodo, se rompio la cascara contra una placa de Petri de vidrio de 100 mm de diametro,
depositando el contenido del huevo en la misma, y posicionando la yema tal que el
blastodermo quedara hacia el lado superior. Luego, se retird la albumina que se
encontraba sobre la membrana vitelina en la zona del blastodermo usando pinzas,
permitiendo que el papel filtro pudiera adherirse apropiadamente en el siguiente paso. Se
colocod sobre la membrana un trozo cuadrado de papel de filtro de aproximadamente
1.5x1.5 cm con una perforacion central con forma de trébol de cuatro hojas, tal que el
embridn quedara dentro de la apertura. Luego se corté la membrana vitelina cerca de los
bordes externos del papel y usando pinzas se retird el papel, junto con la seccion de
membrana vitelina y blastodermo, suavemente y de manera oblicua, preferentemente en
el sentido de flujo del vitelo. Se elimind el exceso de vitelo mediante inmersiones en PBS
y finalmente se colocd el embridn con el lado dorsal hacia abajo sobre un sustrato semi-
solido de agar albumina en una placa de petri de 35 mm de diametro.

Una vez en cultivo, los embriones fueron datados bajo lupa binocular de acuerdo a las
etapas descritas por Hamburger y Hamilton (Hamburger & Hamilton, 1992). A pesar de
haber sido incubados por aproximadamente 28-30 h (correspondiente a la etapa HH 8),
los embriones cultivados en un mismo experimento exhibieron una gran variedad en
cuanto a su grado de desarrollo, variando en general en edad entre HH4 (18-19 h) y HH10
(33-38 h). Esta variacién se debe en parte a que el cultivo fue llevado a cabo en etapas,
causando unas horas (menos de 4) de diferencia en el tiempo de incubacion de los
diferentes grupos de huevos. En muchos casos fue necesario continuar incubando ciertos
embriones cultivados en camara humeda para obtener suficientes ejemplares en la etapa
deseada HH7+/HH8. Los embriones cultivados que se encontraron en la etapa deseada
fueron mantenidos a temperatura ambiente por la menor cantidad de tiempo posible
mientras se concluyeron las preparaciones para iniciar el tratamiento.

Tratamiento farmacolégico

En cada experimento, los embriones fueron separados en grupos correspondientes a las
4 condiciones experimentales: control, tratamiento con la droga pan-anti-caspasa QVD-
OPh, tratamiento con PMA y tratamiento con QVD-OPh y PMA (grupo de tratamiento
doble). QVD-OPh fue disuelta en DMSO vy alicuotada en una concentracién de 20 mM,
que fue diluida en proporcion 1:120 en PBS 1x (correspondiente a DMSO 0,83%) para su
uso en los experimentos, logrando una concentracion de 167 uM, dentro del rango
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reportado para embriones de pollo (100-400 mM en gotas, 100-200 mM en sustrato
segun Roellig et al. (2022)). PMA fue diluido en PBS 1x proporcién 1:1000 a partir de
alicuotas de concentracion 5 mM (correspondiente a DMSO 0,1%), como fue reportado
para generar los defectos deseados (Aparicio et al., 2018). Se iguald la concentracion final
del solvente DMSO (0.93% en PBS 1x) en todas las condiciones experimentales.

Cabe sefialar que la concentracion de DMSO que se considera segura para su uso en
cultivo celular aproximadamente 0.1% (Gallardo-Villagran et al., 2022), por lo que esta
concentracion cercana al 1% es relativamente alta. En nuestro caso fue necesaria una
concentracion tan alta para poder obtener dosis de QVD-OPh suficientemente
concentradas. En el caso de experimentos con la droga anti-apoptética se ha reportado el
uso de DMSO en el rango de 0.5-1% en embriones de pollo cultivados (Roellig et al.,
2022). No podemos descartar entonces la posibilidad de que ocurran efectos nocivos
atribuibles a DMSO en los embriones utilizados, pero debemos sefalar que de haber
ocurrido estos efectos, nunca fueron comparables con aquellos causados por el
tratamiento con PMA?.

En todos los casos los embriones fueron pre-incubados por 30 min (37 °C, en camara
hameda) luego de haberles aplicado ventralmente una gota de 20 ul conteniendo DMSO
(0,83%:; grupos control y PMA) o QVD-OPh (grupos QVD-OPh y tratamiento doble). Esto
se realizd para garantizar la difusion de QVD-OPh a las células del embrién antes del
tratamiento con PMA, evitando que este ultimo pudiera llegar a actuar en células sin
inhibicion de caspasas. Luego de la pre-incubacion se retird el exceso de solucion v,
usando pinzas, se trasladaron los embriones (lado dorsal hacia abajo, como antes) a otras
placas conteniendo segun su grupo DMSO, PMA, QVD-OPh o PMA y QVD-OPh disueltos
en el sustrato semi-solido. Luego se les aplico una nueva dosis ventral de DMSO o QVD-
OPh (igual que para la pre-incubacién) y fueron incubados por 3 h en las condiciones
antes descritas.

Una vez finalizada la incubacion los embriones fueron retirados de las placas, brevemente
enjuagados con PBS y fijados en formaldehido (diluido al 4% en PBS) overnight a 4 °C.

Criocortes

Los embriones fijados fueron recortados, removiéndose el papel de filtro, la membrana
vitelina, y parte de los tejidos extraembrionarios, y luego lavados en PBS por 1 h tres
veces para remover el fijador restante en solucion. A partir de ahi fueron crioprotegidos,
dejandolos primero en una solucién de sacarosa al 5% y después en una de 20% en PBS,
en cada caso esperando hasta que los embriones se depositaran en el fondo del tubo,
indicando el equilibrio del medio interno con la solucion. Luego los embriones fueron
incluidos en un medio de gelatina 7,5% y sacarosa 15% en PBS (Stern & Holland, 1993)
que se dejo solidificar (alineando los embriones) en una placa de petri de 35 mm y fue
conservado a 4 °C. A la hora de cortar, se extrajo un bloque rectangular usando un bisturi,
y se coloco en el soporte del cridstato (Cryocut E Reichert-Jung), adhiriéndolo con el
medio de inclusion para congelacion O.C.T. (Optimal Cutting Temperature Compund,
Tissue-Tek) como pegamento. Los bloques asi colocados fueron congelados usando
nitrégeno liquido y situados en el criostato. Se realizaron cortes transversales de 10 ym
de grosor a -21 °C, concentrandonos en la regién del embrion al nivel de los primeros
somitas. Dichos cortes fueron levantados en portaobjetos gelatinizados (gelatina 0,5%,
alumbre de cromo 0,05% en H.O) a temperatura ambiente. Estos portaobjetos fueron
posteriormente colocados en una caja de Coplin sellada con Parafilm y almacenados a
4°C, siempre por menos de dos semanas.

9 Ver mas abajo, al hablar del nUmero de embriones presentando extrusion celular.
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Inmunofluorescencia indirecta sobre cortes

Siguiendo el protocolo de Stern & Holland (1993), se removio la gelatina de los cortes
sumergiendo los portaobjetos en PBS a 38 °C por 30-60 min (dependiendo del tiempo de
almacenamiento de los mismos) y se realizaron tres lavados cortos con PBS a
temperatura ambiente. Se bloquearon los sitios de unién inespecifica incubando los cortes
con una solucion bloqueadora (seroalbumina bovina (BSA) al 1% en PBS) por una hora a
temperatura ambiente en camara humeda. A continuacion los cortes fueron incubados
con anticuerpos primarios (Tabla 1) a 37 °C por 40 min o0 a 4 °C overnight en camara
humeda, usando una pequefia cantidad (30-50 pl) de un solo tipo de anticuerpo diluido en
BSA 1% para cada grupo de cortes. Ocasionalmente se realizaron controles incubando
sin anticuerpo primario presente.

Tabla 1: Anticuerpos primarios usados para la inmunofluorescencia indirecta, junto con su
dilucién de uso, qué detecta y su origen. Todos los anticuerpos fueron producidos en
conejo, salvo por el anticuerpo Anti-ZO-1, producido en ratén.

Anticuerpo Dilucion usada Estructura Origen

primario reconocida/Funcion

Polo52 1:1000 MARCKS total (Toledo et al., 2013)

Anti-Caspasa 3  1:200 Marcador de apoptosis Cell Signaling Technology ,

Activada #9661

Anti-y-tubulina 1:100 y-tubulina, proteina del Sigma-Aldrich, T5192
centrosoma

Anti-Z0O-1 1:50 Z0-1, marcador de Invitrogen, 33-9100
polaridad apical

Luego de esta incubacion se realizaron 5 lavados rapidos en PBS para remover los restos
de anticuerpo primario, y se procedié a incubar los cortes con anticuerpos secundarios
fluorescentes (Tabla 2) en BSA 1% a 37 °C por 40 min en camara humeda. En el mismo
lavado se agrego el marcador de actina filamentosa faloidina conjugado con rodamina en
dilucién 1:8000 o 1:10000.

Tabla 2 Anticuerpos secundarios usados para la inmunofluorescencia indirecta, junto con
su dilucion de uso y su origen.

Anticuerpo secundario Diluci6n usada Origen
Anti-conejo Alexa488 1:500 Invitrogen A21206
Anti-ratén Alexa488 1:500 Invitrogen A11001

Se realizaron 5 lavados con PBS, incorporando el marcador nuclear Hoechst 33342
(dilucion 1:8000) en uno de ellos y dejando incubar por 10 min a temperatura ambiente.
Finalmente, se montaron los cortes en glicerol (70% en Tris 20 mM, pH 8), colocando un
cubreobjetos sobre el grupo de cortes y sellando los bordes del mismo contra el
portaobjetos con esmalte de ufias incoloro.

Adquisicion y andlisis de imagenes

Las imagenes de embriones enteros fueron obtenidas a partir de embriones que fueron
fijados, recortados y montados luego del tratamiento framacoldgico, sin pasar por los
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procesos antes mencionados. Las mismas fueron adquiridas a campo claro usando un
microscopio de epifluorescencia Nikon Microphot FXA a un aumento de 4x y, cuando fue
necesario, fueron unidas (stitched) usando el software libre Hugin (version
2023.0.0.d88dc56ded0e; d’Angelo, 2004). El uso de este programa introdujo pequefias
deformaciones que resultan despreciables para los propositos de este trabajo. EI mismo
microscopio fue usado, con lentes objetivas de 20x (seco, NA = 0,75) y 40x (seco, NA =
0,95) para determinar el numero de embriones en los que ocurrid extrusién celular, y
realizar el conteo de nucleos picnéticos y de células mostrando actividad de caspasa-3.

Las imagenes de cortes fueron obtenidas usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800
con lentes objetivas 20x (seco, NA = 0.8), 25x (inmersidén en glicerol, NA = 0,8) y 63x
(inmersién en glicerol, NA = 1,3), tomando en este ultimo caso secciones O6pticas
separadas por 1 um. El procesamiento y analisis de las imagenes fue llevado a cabo en el
programa FIJI (Schindelin et al., 2012). Todas las imagenes de cortes aqui presentadas se
corresponden a cortes a la altura del cuarto somita aproximadamente, y muestran la
region (relativamente plana) de la placa neural adyacente al punto bisagra medial (Figura
6).

Figura 6: Diagrama de la placa neural de un embrion control de pollo durante la
neurulacion primaria. En rojo estan sefialadas las regiones aproximadas correspondientes
al punto bisagra medial y los puntos bisagra medio-laterales (no siempre presentes en
nuestros cortes). Las figuras de cortes presentadas en este trabajo se corresponden al
area recuadrada, y representan la region aproximadamente plana (en azul) adyacente al
pliegue medial.

Resultados experimentales

Observando primero la morfologia general de los embriones fijados luego del tratamiento
(Figura 7) se observa en general que aquellos embriones que fueron tratados solamente
con QVD-OPh presentan un aspecto muy similar al de los embriones del grupo control,
mientras que aquellos tratados con PMA (ya sea por si solo o en conjunto con QVD-OPh)
exhiben importantes diferencias incluso a primera vista. Notamos la diferencia en el largo
total del embridon y en la morfologia de la placa neuronal. Mientras que los embriones
control y tratados con QVD-OPh tienen una placa bien plegada, con bordes (los pliegues
neurales) regulares y aberturas pequefias (tanto en el extremo anterior como posterior),
aquellos tratados con PMA o PMA y QVD-OPh tienen una placa notablemente abierta (lo
que se traduce a un mayor ancho de placa) con pliegues de forma irregular, marcando
una clara diferencia geométrica entre las regiones de la placa en las que el tubo neural se
ha logrado cerrado completamente y aquellas en las que continua abierto.
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A nivel microscépico, los resultados de la inmunodeteccion sobre cortes transversales nos
permiten realizar distintas observaciones sobre la morfologia de la placa neural, asi como
sobre la distribucion intracelular de diversas proteinas. Observamos cortes de 72
embriones en total, distribuidos en 5 experimentos (Tabla 3).

Es inmediato al observar estos cortes (p. €j.: Figura 8 y 9) notar que en los embriones
control, la placa forma una monocapa pseudoestratificada con nucleos distribuidos a
distintas alturas del eje apico-basal, que posee una acumulacion de F-actina cerca del
borde apical, formando una linea relativamente bien definida y facilmente visible. Lo
mismo puede decirse sobre los embriones tratados exclusivamente con QVD-OPh. Sin
embargo, en los embriones tratados con PMA (independientemente del tratamiento con
QVD-OPh o no) se ve la presencia de nucleos y actina (mostrando aproximadamente
bordes celulares) por sobre la linea de acumulacién de actina que marca el borde apical
de las células que siguen unidas a la lamina basal, evidenciando la ocurrencia de
extrusion apical. Vale aclarar que, al no estar observando que se haya perdido contacto
con la lamina basal, esto no es estrictamente suficiente para determinar la presencia de
células extruidas, tratandose pro lo tanto de una medida indirecta.

Para cuantificar la ocurrencia de extrusion observamos la sefial de faloidina en los
distintos cortes y determinamos que habia extrusion celular cuando se observaban células
por encima de la linea (aproximada) de acumulacidn de actina, ocasionalmente
comparando con la senal de la tincion de Hoechst. Para poder afirmar la ausencia de
extrusion celular se revisaron 4 cortes cercanos del mismo embrion. Todos los embriones
tratados con PMA (20 en total) y aquellos tratados con PMA y QVD-OPh (20) presentaron
extrusion celular generalizada, definida en este caso por la presencia de células extruidas
en la mayor parte de la placa neural en un corte dado. No se observo extrusion celular en
ningun embrioén tratado con QVD-OPh (17). Finalmente, fue posible encontrar células
extruidas en algunos cortes de embriones de la situacién control (5 de 15). Aunque no
podemos descartar estos casos, en todos se observaron pequefios grupos de 3-5 células
extruidas, a diferencia de la extrusion generalizada antes descrita. De estos 5 embriones,
2 solamente presentaron células extruidas en algunos cortes, por o que pensamos que
puede tratarse de un artefacto causado por un dafio mecanico durante el proceso de
cortado o montado. Los 3 embriones restantes pertenecieron todos al mismo experimento,
por lo que podria tratarse de un artefacto experimental, en particular por una
concentracion demasiado alta de DMSO causada por un error en las diluciones (recordar
que las concentraciones usadas fueron altas, cercanas a 1% en PBS 1x).

Similar a la presencia de extrusion celular, notamos en general diferencias en la
distribucion intracelular de varias proteinas al comparar los embriones control y tratados
con QVD-OPh contra los embriones tratados con PMA o PMA y QVD-OPh. La proteina
MARCKS, que en la placa neural de pollo se une a la membrana apical en condiciones
normales (Zolessi & Arruti, 2001), presenta una distribucion diferente, con poca
acumulacion apical en las células basales y una mayor distribucion citoplasmatica en
general (Figura 10). La distribucién de las proteinas ZO-1 y y -tubulina, usadas como
marcadores apicales, también difiere en los embriones que recibieron algun tratamiento
con PMA. La y -tubulina presenta una apariencia puntiforme al ser marcada, se encuentra
en el centrosoma, y en condiciones normales esta preferentemente distribuida
apicalmente en las células de la placa neural (Chenn etal.,, 1998) como se ve en las
condiciones de control y tratamiento con QVD-Oph. En los embriones tratados con PMA o
PMA y QVD-Oph, la marca se distribuye de manera mas dispersa en el eje apico-basal,
aunque a veces resulta posible detectar varios puntos alineados aproximadamente en la
region apical de las células basales (Figura 11). La proteina ZO-1 esta asociada a las
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uniones de tipo adherente', concentrandose del lado apical durante el cierre del tubo
neural (Aaku-Saraste et al., 1996). Esta distribucion, visible en los embriones control y
tratados con QVD-OPh, esta apreciablemente distorsionada en los embriones tratados
con PMA o el doble tratamiento, presentando una distribucibn mas amplia y un menor
grado de acumulacion en general (Figura 12).

Un punto que diferencia los embriones que fueron tratados con PMA frente al resto fue el
numero de células que presentan indicadores de muerte apoptotica. Para determinar esto
fueron contados y sumados los nucleos picnéticos y las células marcadas con el
anticuerpo frente a la forma activada de Caspasa-3 (comunmente usada para marcar
células en apoptosis (Crowley & Waterhouse, 2016)) en 4 cortes diferentes de cada
embrion. El numero observado tanto de nucleos picnéticos como de células con actividad
de Caspasa-3 fue mas alto para los embriones tratados con PMA que para el resto de los
tratamientos (en los que fue muy bajo en general) (Figura 13). Estas células en general
estaban extruidas, con una apariencia redondeada particular, y separadas del resto. Cabe
sefalar que estos numeros son bajos para los embriones tratados con QVD-OPh, como
era esperable, aun en embriones con cantidades similares de células extruidas (Figura
14). Esta diferencia puede apreciarse mas claramente al ver imagenes del embrién in toto

En conjunto, nuestros resultados muestran que el tratamiento con PMA (asi como el
tratamiento doble) produjo la extrusion de una gran cantidad de células hacia el lado
apical en la placa neural del embridn de pollo (Figura 8 y 9), asi como una pérdida parcial
de la polaridad apico-basal en el neuroepitelio (Figura 10,11 y 12). La unica diferencia
observada entre los embriones tratados con PMA y aquellos tratados con PMA y QVD-
OPh fue el numero de células con indicadores de muerte apoptética (Figura 13, 14 y 15),
indicando que el efecto del tratamiento con PMA seria independiente de la ocurrencia de
apoptosis.

10 Aunque aqui esta asociada a las uniones de tipo adherente, esta proteina participa en general en las
uniones estrechas (tight junctions), que desaparecen durante el cierre del tubo neural.
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Tabla 3: Distribucion de embriones en los distintos grupos de tratamiento en los distintos
experimentos presentados en este trabajo. Se realizaron en total 5 experimentos,
lograndose en general obtener mas de 3 embriones para una de las condiciones
estudiadas (Control con DMSO 0.93%; PMA 5 uM; QVD-OPh 167 uM y el tratamiento
doble con PMA y QVD-OPh). En general los resultados aqui presentados se
corresponden a los 5 experimentos, salvo en el caso del inmunomarcado contra la forma
activa de la Caspasa-3, para la cual solo se usaron los grupos 3,4 y 5.

Experimento

a b WON -

Total

Control QVD-OPh PMA PMA + Total
QvVvD
2 3 3 3 11
3 4 3 3 13
3 3 4 4 14
3 3 4 4 14
4 4 6 6 20
1 1 20 20 72
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Figura 7 Morfologia general del embrion de pollo luego del tratamiento farmacolégico en
las cuatro condiciones estudiadas (Control con DMSO 0.93%; PMA 5 uM; QVD-OPh 167
UM y el tratamiento doble con PMA y QVD-OPh). Se aprecian notables diferencias entre
los embriones control y aquellos que recibieron algun tratamiento con PMA (PMA y
PMA+QVD), entre las que destacamos el largo del embrion asi como el ancho, grado de
apertura y regularidad geométrica de la placa neural, particularmente visible en la apertura
posterior (punta de flecha vacia) y el neuroporo anterior (punta de flecha rellena). Estas
diferencias no son apreciables, sin embargo, al comparar los embriones controles con
aquellos que soélo fueron tratados con la droga anti-apoptética QVD-OPh. Todas las
imagenes fueron obtenidas en campo claro utilizando el microscopio Microphot FXA a un
aumento de 4x y compuestas usando el software Hugin cuando fue necesario. Barra de
escala: 1 mm.

3% PMA 5uM PMA + QVD
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QVD-OPh 167uM PMA + QVD

Figura 8: El tratamiento por 3 h con PMA genera defectos en el plegado de la placa neural
y extrusion celular apical extensa, aun en presencia de la droga anti-apopdética QVD-OPAh.
En los embriones control (con DMSO 0.93%; 1zq. Sup.) y tratados con QVD-OPh (167 uM;
Izq. Inf.) la placa constituye una monocapa de células altas que presentan acumulaciones
apicales de F-actina, que a su vez aproximan la linea de la superficie apical del tejido. En
las condiciones de tratamiento con PMA (6 uM; Der. Sup.) o tratamiento doble (PMA y
QVD-OPh; Der. Inf.), la placa presenta un aspecto diferente: las células de la placa tienen
menor altura y se observan células extruidas, aqui visibles por la presencia de células
redondeadas con nucleos apicales respecto a la linea de acumulacion de F-actina (linea
punteada). En el caso del tratamiento con PMA fue posible también observar células con
nucleos picnéticos (algunos indicados con puntas de flecha), por lo general de forma
redondeada y separados del resto de las células extruidas. F-actina marcada con faloidina
conjugada a rodamina, ADN con tincion de Hoechst 33342. Todas las imagenes son
cortes opticos unicos a partir de un criocorte de 10 um de grosor, tomadas usando un
microscopio confocal Zeiss LSM 800 (objetivo 20x, seco, NA = 0,8), y procesadas en FIJI.
Linea punteada: ubicacion aproximada de la linea de acumulacion de F-actina,
correspondiente a la cara apical de NE normal. Puntas de flecha: nucleos picnéticos.
Barra de escala: 50 um.
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F-Actina

QVD-OPh 167uM PMA + QVD

Figura 9: El tratamiento por 3 h con PMA genera extrusion celular apical extensa, aun en
presencia de la droga anti-apopotica QVD-OPh. En los embriones control (con DMSO
0.93%; 1zq. Sup.) y tratados con QVD-OPh (167 uM; Izq. Inf.) las células son altas y
presentan acumulaciones apicales de F-actina, que aproximan la linea de la superficie
apical del tejido. En las condiciones de tratamiento con PMA (6 uM; Der. Sup.) o
tratamiento doble (PMA y QVD-OPh; Der. Inf.), se observaron células extruidas (algunos
ejemplos indicados con puntas de flecha), aqui visibles por la presencia de células
redondeadas con nucleos apicales respecto a la linea de acumulacion de F-actina (linea
punteada). F-actina marcada con faloidina conjugada a rodamina, ADN con tincién de
Hoechst 33342. Todas las imagenes son proyecciones de maxima intensidad sobre 3
cortes opticos (tomados cada 1 um) centrales a partir de un criocorte de 10 um de grosor,
tomadas usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 (objetivo 63x, inmersion en
glicerol, NA = 1,3), y procesadas en FlJI. Linea punteada: ubicacion aproximada de la
linea de acumulacion de F-actina, correspondiente a la cara apical de NE normal. Barra
de escala: 25 um..
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'DMSO 0.93%

QVD-OPh 167uM PMA + QVD

Figura 10: Distribucion intracelular de la proteina MARCKS en embriones bajo los distintos
tratamientos farmacologicos. Observamos que tanto en el caso control (I1zq. Sup.) como
en el tratado con la droga anti-apoptotica QVD-OPh (Izq. Inf.), MARCKS tiene una
distribucion claramente polarizada, acumulandose preferentemente del lado apical de la
placa, coincidiendo aproximadamente con la distribucion de F-actina (linea punteada). En
los embriones tratados con PMA (en presencia o ausencia de QVD-OPh; Der. Inf. y Sup.,
respectivamente) esta distribucion parece ser mas dispersa, incluso en la zona de
acumulacion de F-actina, indicando una menor cantidad relativa de proteina MARCKS
unida a la membrana (en su forma no-fosforilada). F-actina marcada con faloidina
conjugada a rodamina, ADN con tincion de Hoechst 33342, MARCKS inmunomarcado.
Todas las imagenes consisten en cortes Opticos tnicos obtenidos a partir de criocortes de
10 um de grosor usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 a 63x de aumento
(inmersion en glicerol, NA = 1,3), y procesadas en FIJI. Linea punteada: ubicacion
aproximada de la linea de acumulacion de F-actina, correspondiente a la cara apical de
NE normal. Barra de escala: 10 um.
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DMSO 0.93%

QVD-OPh 167uM PMA + QVD

Figura 11: Distribucion intracelular de y-tubulina en embriones bajo los distintos
tratamientos farmacolégicos. La y-tubulina marca el centrosoma, que generalmente es
apical en el NE, como se observa tanto en el caso control (1zq. Sup.)como en el tratado
con la droga anti-apoptética QVD-OPh (Izq. Inf.). En los embriones tratados con PMA
(Der. Sup.) y en aquellos con el tratamiento doble (Der. Inf.) esta distribucion esta
alterada. En aquellas situaciones alteradas en las que es posible definir una linea de
acumulacion de actina (Der. Inf.), se ve que los centrosomas se localizan cerca de la
misma, aunque se observa una distribucion mas dispersa entre las células extruidas
(puntas de flecha huecas). En las que resulta dificil definir esta linea, la distribucion es
totalmente dispersa (Der. Sup.) indicando un mayor grado de alteracion del tejido. F-actina
marcada con faloidina conjugada a rodamina, ADN con tinciébn de Hoechst 33342, y-
tubulina inmunomarcado. Todas las imagenes son proyecciones de maxima intensidad
sobre 3 o0 4 cortes opticos (tomados cada 1 um) centrales a partir de un criocorte de 10
um de grosor, tomadas usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 a 63x de aumento
(inmersion en glicerol, NA = 1,3), y procesadas en FIJI. Barra de escala: 20 um.
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DMSO 0. 93%

QVD-OPh 167uM PMA + QVD

Figura 12: Distribucion intracelular del marcador apical ZO-1 en embriones bajo los
distintos tratamientos farmacoldgicos. Tanto en el caso control (Izq. Sup.) como en el
tratamiento con la droga anti-apoptotica QVD-OPh (Izq. Inf.), la distribuciéon de ZO-1 es
principalmente apical, coincidiendo aproximadamente con la distribuciéon de F-actina (en
color magenta). En el tratamiento con PMA (Der. Sup.) y el tratamiento doble (Der. Inf.)
esta distribucion se ve mas dispersa, coincidiendo parcialmente con la acumulacion de
F-actina en algunos sitios, e incluso presentando acumulaciones andmalas,
posiblemente en una interfaz lateral con otra célula (Der. Inf., Punta de flecha rellena).
Destacamos que en el caso del corte correspondiente al tratamiento con PMA se
observan nucleos picnéticos (puntas de flecha huecas), pertenecientes a células de
forma redondeada, separadas del resto de las células extruidas. F-actina marcada con
faloidina conjugada a rodamina, ADN con tincion de Hoechst 33342, ZO-1
inmunomarcado. Todas las imagenes consisten en cortes opticos unicos obtenidos a
partir de criocortes de 10 um de grosor usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800
a 63x de aumento (inmersion en glicerol, NA = 1,3), y procesadas en FIJI. Flechas
huecas: Nucleos picnéticos. Flechas rellenas: Distribucion anémala de ZO-1. Barra de
escala: 20 um.
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Figura 13: Indicadores de muerte celular para embriones en distinfos grupos de
tratamiento. En todos los casos los numeros representan el total acumulado para cada
embrion en 4 cortes de 10 um de grosor diferentes, buscando cortes cercanos entre si en
la region de interés (los primeros somites, como en las otras figuras). (a) Numero de
nucleos picnéticos observados, indicando un estado avanzado de muerte celular. (b)
Numero de células marcadas conteniendo la forma activa de la caspasa-3 (marcada por
inmunofluorescencia), indicando muerte por apoptosis. Cada punto representa el total
acumulado de un embrién visto en 4 cortes cercanos, las barras representan el valor
promedio mas/menos un desvio estandar. Cortes observados usando un microscopio de
epifluorescencia Nikon Microphot FXA a aumentos de 20x (seco, NA = 0,75) y 40x (seco,
NA =0,95).
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PMA 5uM + QVD 167 uM

Figura 14 Distribucion de F-actina, ADN y Caspasa-3 activada en embriones tratados con
PMA (6 uM, Arriba) o con PMA y QVD-OPh (167 uM; Abajo), ambos presentando células
extruidas apicalmente. En el embrion tratado con PMA se ven células (o posiblemente
fragmentos) marcadas por un anticuerpo anti Caspasa-3 activada, indicando que estaban
en apoptosis. Las mismas presentan una forma redondeada, y parecen estar separadas
del resto de las células extruidas. En algunos casos esta sefial esta asociada a nucleos
picndticos (punta de flecha rellena), pero no siempre (puntas de flecha vacia). No se
observaron células marcadas por el anticuerpo anti Caspasa-3 activada en los embriones
que recibieron el co-tratamiento con la droga anti-apoptotica QVD-OPh. F-actina marcada
con faloidina conjugada a rodamina, ADN con tincion de Hoechst 33342, Casp3
inmunomarcada. Todas las imagenes consisten de cortes Opticos unicos obtenidos a
partir de criocortes de 10 um de grosor usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 a
63x de aumento (inmersion en glicerol, NA = 1,3), y procesadas en FlJI. Linea punteada:
ubicacion aproximada de la linea de acumulacion de F-actina, correspondiente a la cara
apical de NE normal. Puntas de flecha: distribucion de ADN en las regiones marcadas
para Caspa-3 activada. Barra de escala: 20 um.
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Figura 15: Nucleos picndticos visibles en embriones observados in toto. (Izq.) Corte
ortogonal obtenido a partir de un stack de imagenes confocales de un embrion tratado con
PMA y otro con PMA y QVD-OPh montados in toto, donde se observa la placa neural. Las
lineas punteadas se corresponden a las imagenes a la derecha. (Der.) Imagenes
correspondientes a distintas alturas en el eje dorso-ventral, mostrando aproximadamente
la region entre los somites 4 y 6. Se observa un gran numero de nucleos picnéticos en el
caso del embrion tratado con PMA, mientras que estan ausentes en el embrion del
tratamiento doble. F-actina marcada con faloidina conjugada a rodamina, ADN con Verde
de Metilo. Todas las imagenes consisten de cortes Opticos unicos obtenidos a partir de
embriones montados in toto usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 a 25x de
aumento (inmersion en glicerol, NA = 0,8), y procesadas en FIJI. Puntas de flecha:
Nucleos picnoticos.

PMA

PMA + QVD
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Experimentos in silico
Descripcion teédrica del modelo

Para las simulaciones in silico se utiliz6 un modelo basado en el planteado por Sangwoo
Kim y sus colaboradores (Kim et al., 2021,2022). EI modelo consiste en una extension de
los vertex models (VM): en vez de simular solamente aquellos puntos de la membrana en
los que se encuentran 3 células (3-fold vertices o vértices triples), agregamos los puntos
que se corresponden con la interfaz entre dos células (2-fold vertices o vértices dobles).
Los vértices se unen a sus vecinos mediante segmentos de linea recta, por lo que
estrictamente se sigue trabajando con células poligonales, aunque este formalismo
permite aproximar la curvatura de las células."

En cualquier simulacién de este tipo, el nivel de detalle geométrico depende del numero
de puntos 2-fold que se quieran incluir, lo cual introduce una ambiguedad que afecta
notablemente la velocidad de calculo a la hora de realizar una simulacién. Por supuesto,
en un extremo esta la posibilidad de no incluir ningun punto 2-fold, con lo que se obtiene
un VM tradicional. Este tipo de modelos puede verse entonces como una extension mas
detallada de los VM existentes.

Es un buen principio de trabajo elegir el modelo lo mas simple posible a la hora de
modelizar. En ese sentido lo mas sencillo hubiese sido trabajar con un VM tradicional,
pero a lo largo de esta investigacién se encontré que los mismos resultaban insuficientes
debido esencialmente a una cuestion simple: los resultados experimentales (incluso
preliminares) llevaban a pensar que en nuestro sistema de estudio se daba extrusion viva,
proceso que en los modelos se asocia con altas densidades celulares (Eisenhoffer et al.,
2012; Okuda & Fujimoto, 2020), es decir, con un gran numero de células ocupando una
cierta area del epitelio. Esta medida carece casi totalmente de sentido mecanico cuando
hablamos de un epitelio pseudoestratificado como el NE, donde las densidades celulares
son muy altas y el principal impedimento mecanico parece ser el del nucleo.
Efectivamente, puede entenderse la morfologia pseudoestratificada como una solucién al
problema de minimizar las interfaces de contacto en un tejido con alta densidad de
nucleos (Gomez et al., 2021). El nucleo no suele ser considerado a la hora de modelar
epitelios pero recientemente su rol mecanico esta siendo cada vez mas reconocido,
emergiendo asi como una estructura mecanica y mecanosensorial particularmente
importante (Lammerding et al., 2022; Lomakin et al., 2020; Venturini et al., 2020).

Decidimos por lo tanto que para capturar apropiadamente el fendmeno que estabamos
observando era imprescindible obtener un modelo que reprodujera las caracteristicas
morfologicas de los epitelios pseudoestratificados, hasta ahora ausente (a conocimiento
del autor) en la Bibliografia disponible'®. La capacidad de representar interfaces curvas,
asi como un preprint del mismo grupo mostrando una manera de incluir el aporte
mecanico de los nucleos (Kim et al., 2022) indicé al presente modelo como una base
apropiada para nuestro trabajo.

Nuestro modelo se basa en la accion de fuerzas aplicadas en vértices (dobles y triples),
que se tratan como particulas puntuales, y en el nucleo, que se trata como un sélido. Al

11 Para mayor comentario sobre este punto, y para una demostracion que una célula aislada en nuestro
modelo logra una forma que aproxima un circulo, ver el Anexo.

12 Una excepcion parcial que toma en cuenta el rol mecanico del nucleo pero que, al estudiar mecanicas a
mayor escala, toma la sabia decisidon de simplificar la morfologia celular a trapezoides es el realizado
por Ishii et al. (2021)
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igual que en los VMs se asume una dinamica de primer orden, es decir que las
velocidades de los objetos seran proporcionales a la fuerza neta que actua sobre ellos.
Las ecuaciones del modelo son

anRa: Z ﬁj+ﬁij+ Z Foi + T

dt . .
’L,_]GC(O[) ’LEC(O[)
dBin, e Ec. 1
NN i = - Z.Fai‘sz’ (Ec. 1)
a€eV(i)
don i - -,
Mo == Z. Ro, X Foi = M,
a€eV(i)

donde ﬁ,a representa la posicion del vértice «, ENJ- la posicion del centro del nucleo iy Oy ;
la orientacion del nucleo i en un momento dado. ng, Ny Yy 1m9 son las viscosidades (o
coeficientes de friccidn) correspondientes a cada variable. ﬁ-j refiere a la tensién efectiva
(de direccién tangente) en la interfaz celular entre las células i y j, Nij es la fuerza
normal proveniente de las diferencias de presion (osmética) entre las células iy j (Figura
16), F..; es la fuerza repulsiva entre el vértice a y el nlcleo de la célula i, T'; es una fuerza
compensatoria que se aplica solo en los vértices del lado apical y basal de la célula i y G;
es una fuerza restauradora que actua sobre el centro del nucleo. ﬁm- es el vector que une
al vértice o con el centro del nucleo de la célula i y M; es el torque resultante del efecto de
F,; sobre el nucleo, con ﬁm como brazo. C(«) es el conjunto de células a las que
pertenece el vértice o y V(i) es el conjunto de vértices que pertenecen a (y definen) la
célula i. Todos los vectores aqui definidos tienen dos entradas, por ser un modelo
bidimensional. Observamos que si el sistema contiene V' vértices y C' nucleos, la Ec. 1
determina 2V + 3C ecuaciones diferenciales diferentes.

F api (.T)

Figura 16: Definiciones graficas de algunos conceptos del modelo. (lzquierda)
Direcciones tangenciales (en las que actuan T;; y I';) y normales (N;;) definidas en las
interfaces de las células i, j y k. (Derecha) Definiciéon de la fuerza repulsora F,;. Cuando
el nucleo de la célula i sobrepasa la arista entre los vértices a y 3, se define una pequeria
fuerza para cada punto a una distancia intermedia x, que al integrarse determina la
fuerza neta F.p,; aplicada en el centro de la arista y el momento de torque M,z que
pueden ser representados de manera equivalente (tratando a la arista como un sélido)
mediante fuerzas F.; y Fp,; aplicadas en los vértices a y 3 respectivamente.
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Tij
asumiremos constante e incluso, muchas veces, igual para todos los pares de células. Por
reflejar diferencias de presiones entre células, se toma

El modelo original incluye dinamicas estocasticas para 7;;, = pero nosotros lo

NﬁzHﬁjzﬂAﬂ—AﬂﬂWH (Ec. 2)

donde L;; es el largo de la interfaz entre las células i y j y AP; la diferencia de presion
entre la célula i y el exterior, que en este caso se calcula como

K

AP, = — —F (Ec. 3)

A;
siendo K la compresibilidad celular, Fy la presion del medio extracelular y A; el area de la
célula i. Observar que, por lo tanto, puede reescribirse el modulo de las fuerzas normales
como

1 1\ L;;
Njj=K(——-—)=2
iJ (Az AJ) 9 (EC 4)
La fuerza restauradora G, es en principio simplemente una fuerza elastica con modulo
elastico K. que tiende a mover el centro del nucleo hacia una posicién predeterminada O;

Gi =K. (62 - éNz) (Ec. 5)

Existen diferentes posibilidades para O,;. Puede referirse, por ejemplo, al centro
geomeétrico de la célula ¢ (que puede aproximarse promediando las posiciones de todos
los vértices en V(i)), a la posicion del nicleo al inicio de la simulacién (p. ej.: permitiendo
definir “nucleos basales”), o puede incluso depender del tiempo, por ejemplo para modelar
el efecto de la migraciéon nuclear intercinética (en cuyo caso @(t) podria ser una funcién
sinusoidal en el eje apico-basal de la monocapa). En nuestras simulaciones generalmente
no nos interes6 mantener al nicleo centrado en el eje y, pero si en el eje 2'°, por lo que
usamos la proyeccién horizontal de G,, permitiendo asi que los nlcleos se re-acomodaran
libremente en el eje apico-basal del tejido.

Las fuerzas repulsoras buscan modelar la interaccion mecanica que se da entre el nucleo
y la membrana plasmatica. Esta interaccién es indirecta en la realidad, mediada por
complejos LINC (“Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton” (Méjat & Misteli, 2010)),
pero por simplicidad asumimos en el modelo que puede ser representada como una
interaccion mecanica directa. Decimos que las fuerzas repulsoras se producen entonces
cuando un nucleo sobrepasa los limites de su célula, es decir, cuando puede trazarse un
vector desde J%N,i hasta el borde del nucleo, pasando por alguna de las aristas que
definen la célula i. De ser ese el caso, puede calcularse la fuerza repulsiva ejercida en el
centro de la arista con extremos « y 3 como

Fon= o [ (61 ) o [0 -

‘éi(m)H) dz (Ec. 6)

siendo K,, = Ex/Ly el coeficiente elastico nuclear (Ey: rigidez nuclear), L3 es la longitud
de la arista af, ﬁ?(x) es el vector que une el centro del nucleo i con el borde nuclear
pasando por el punto de la arista o5 que se encuentra a distancia x € [0, L,3] del vértice a
Y ﬁi(x) es el vector que une el centro del nucleo i con dicho punto. © representa la
funciéon de Heaviside, que figura para que la Ec 6 integre solamente las fuerzas

13 Es decir, centrado en el eje perpendicular al del tejido pero no en el eje apico-basal del tejido.

36



repulsivas. Debe notarse que sin la accion de estas fuerzas el nucleo podria salirse de su
célula correspondiente, produciendo un artefacto.

Similarmente, se puede calcular el torque M, z; usando la formula

o= [ (7 552 ) s (01 o) o (|00 - o o (e

definiendo Laﬁ =Uy —Ugy T = ,_’IZ'LQB/LQIB La fuerza y el momento calculado sobre la
arista pueden luego ser distribuidas en dos fuerzas E,; y F/@Z, aplicadas en los vértices a'y
3 respectivamente™(Figura 16).

Finalmente, la “fuerza compensatoria” ['; consiste en una fuerza agregada de manera ad
hoc cuya necesidad (y la posibilidad de otras fuerzas) discutiremos mas adelante. Se trata
simplemente de una fuerza elastica aplicada en sentido tangencial en los vértices apicales
y basales, de la forma

I, =1Y(L¢ — L) (Ec. 8)
en los vértices apicales, y

Ty =T7 (Ly — L) (Ec. 9)
en los vértices basales, siendo L; y Lf el largo del lado apical y basal de la célula i,
respectivamente, y I') un coeficiente elastico que en general supusimos independiente de

1y llamamos I'y. Le decimos “compensatoria” a esta fuerza pues busca compensar las
diferencias de perimetro entre la interfaz apical y basal de una misma célula.

14 Existen ciertas ambigliedades respecto a este proceso. Una explicacion mas detallada se encuentra en
el Anexo.
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Implementacion computacional

Actualmente existen diversas opciones para realizar simulaciones de VMs (Sego et al.,
2023; Theis etal., 2021) y de superficies elasticas (Brakke, 1992). Sin embargo, en
nuestro caso (por encontrarnos fuera de estas situaciones) resultd necesario poder
realizar las simulaciones de otra manera. Para esto escribimos desde cero una
implementacién del modelo utilizando Octave', cuyos detalles esquematizaremos a
continuacion. Una descripcion un poco mas detallada del programa y de algunos de estos
calculos pueden encontrarse en el Anexo Il.

Esencialmente, se trata de una integracion numérica de una version adimensionalizada

del modelo, que por simplicidad se realizé mediante el método de Euler. Para obtener la

versién adimensionalizada, tomamos 7T; (la “escala de tensién efectiva”),
\/_ VK/Py, Tr=mngrLo/To, ™~ =nnLo/To Y_ 7o =ne/LoTo, y definimos

ra - Ra/LOa N, = RNZ/LU! iy — TZ]/TO’ Nni; = NZJ/POLO: faz - az/ENL0= Yi = F /POLO y
— Gi/K.Ly y escribimos

T ~ Pyl » EnLo _ T'olLo
= Z bij + Mij—p— Z fai +7i

L ey 0 e To To
TNi TR - BEnLy K. Lg

i TRy 0 g, Ec. 10
dTR TN ocez]/:(i)f TO g TO ( )

0 TR N g ENLO
EZT_O _Zraixfozi To
a€eV(i)

Redefiniendo A; = A;/Ap = Ai/Lg y L;; = L;;/Lo pueden encontrarse las foérmulas
apropiadas para cada fuerza usando las variables espaciales adimensionales. En las
simulaciones, se definié Ty, = Py = 7r = 1y todos los demas coeficientes a partir de ellos.
Por adoptar valores probablemente estables en aquellos parametros que no nos interesé
variar, elegimos continuar en general con los parametro reportados para el modelo
desarrollado por Kim et al. (2022)

K =100-T3 /Py
Lo=+K/P,
K, =50-Ty/L}
K.=10-Ty/Lyg

TN = T9g = TR

(Ec. 11)

y definimos el radio mayor y menor de los nucleos como a=0.05-Ly y b= 2a/3,
respectivamente. En general la dinamica angular de los nucleos fue muy lenta, por lo que
probamos disminuir 7y en algunos experimentos, sin observar cambios apreciables.

Las simulaciones asumieron en general condiciones periddicas de borde, con un periodo
Az en el plano de la monocapa que en general tuvo igual valor a Ly (10 en este caso
segun los datos de Ec. 11), con el numero de células N variando entre 17 y 20. Puede
definirse entonces un “ancho promedio por célula” (una medida de densidad celular) como

15 La eleccidon del programa se debid principalmente a la familiaridad del autor con el mismo, junto con la
posibilidad de convertir los scripts facilmente al formato de MATLAB.
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b= \./Nc. En las pruebas para Nc > 20 (b < 0.5) ocurrieron siempre defectos en la
integracion, que creemos que se tratan de artefactos del método de Euler y que por tanto
podrian ser evitados modificando los métodos numéricos de la implementacion.

Aunque estrictamente los sistemas descritos por la Ec. 10 contienen, en principio, una
cantidad fija de vértices, en las simulaciones se permitié que este numero variara. Si dos
vértices « y B estan demasiado lejos (a distancia mayor que un parametro £) se pierde
informacion sobre la curvatura de la célula en dicha regién, por lo cual es conveniente
agregar una cantidad de vértices entre a y 5 tal que todos los vértices resultantes estén a
menos de L de sus vecinos en el proximo paso de integracion. A su vez, si dos vértices
estan demasiado cerca (a menos de una distancia d£), su dinamica no deberia poder
distinguirse, pero pequefas diferencias introducidas por artefactos del método de
integracion podrian desencadenar en situaciones sin sentido, por lo que se los combina
en uno solo. Se incluyeron ademas de manera explicita las llamadas transiciones de tipo
1, o intercambio de vecinos, cuando se detectara un vértice cuadruple o mayor (Método
descrito en el Anexo). Decimos que ocurre extrusion celular cuando una célula deja de
tener vértices apicales (extrusién hacia el lado basal) o basales(hacia el lado apical).

El estado inicial del sistema consisti6 en general en una monocapa de células
rectangulares, definidas inicialmente por sus vértices triples tomando A =1 y luego
agregandose vértices dobles, , para un valor dado de £, por el método antes descrito. Se
realizaron experimentos in silico con diferentes posiciones y tamafos nucleares, asi
como con diferentes valores de la fuerza compensatoria I'y y de los parametros
involucrados en el cambio de numero de vértices (£ y d£), que fueron planteados como
multiplos del ancho celular b, como resulta conveniente segun el analisis matematico
disponible en el Anexo I. El paso de integracion fue dt= rz/100. Basandose en
mediciones de la dinamica epitelial en el plano, se ha reportado un valor de 7z < 20s
aproximadamente (Kim et al., 2021), lo cual nos puede resultar util para estimar la escala
temporal de nuestras simulaciones.

Resultados de simulaciones

Simulaciones preliminares sin nucleos ni fuerza compensatoria

Para estas simulaciones se definieron ambos ejes de cada nucleo como 0, haciendo que
el calculo de las fuerzas repulsoras fuera trivialmente 0", y se definié I'y = 0, evitando
cualquier efecto de la fuerza compensatoria en los vértices apico-basales. Estas
simulaciones representan efectivamente un modelo mas simple, pero ayudan a entender
el comportamiento del modelo mas general. Permiten ademas comprobar el buen
funcionamiento de la implementacién computacional, chequeando que no ocurran
artefactos inesperados y que se cumplan las predicciones tedricas derivadas de este
modelo mas sencillo (ver Anexo |). Todas las graficas aqui presentes fueron realizadas en
el software Octave, usando scripts custom (escritos por el autor) para la representacion de
los vértices, células y nucleos.

16 Por ejemplo, puede el interior de una célula ser no simplemente conexo, como en el caso de una célula
“con forma de 8”.

17 Podria lograrse el mismo efecto en el resultado de la simulacion definiendo E'ny = 0, pero el método
aqui planteado disminuye en gran medida el numero de operaciones que debe realizar el programa.
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Una célula aislada

Decidimos realizar algunas simulaciones con una sola célula para estudiar la dependencia
de los estados de equilibrio del sistema en funcién de “pequefios cambios’’® en las
condiciones iniciales. Se inicidé con un poligono regular de area 1 definido por sus vértices,
se definio £L =2-dL = 0.125 y se dejo evolucionar el sistema por un intervalo de tiempo
de 10 - 7 (es decir, 1000 pasos de integracion). Observamos que en general el resultado
final fue una célula “aproximadamente circular” como esperariamos, pero que los detalles
particulares de este estado final dependen de la forma inicial. Destacamos
particularmente el caso de las células inicialmente triangulares y cuadradas, que exhiben
“restos” notables de los vértices originales a lo largo de la simulacion (Figura 17).

_t=0dt  t=1000dt t=0dt  t=1000dt
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Figura 17: Simulaciones de una sola célula sin ndcleo, iniciando con células poligonales
de 3, 4, 5y 10 lados (t = 0dt). En todos los casos se dejo correr la simulacion por 1000
pasos de integracion, obteniéndose los estados de equilibrio correspondientes (t =
1000dt). Los circulos celestes indican los vértices y las lineas naranjas las aristas que los
unen. Observamos que para condiciones iniciales con pocos lados ocurre una mayor
acumulacion de vértices en las regiones correspondientes a los vértices del poligono
original, lo cual genera pequefios cambios en la curvatura local (ver Anexo | y lll.i).

Estrictamente, el ejemplo del cuadrado anterior utilizé £ = 2 - dL = 0.12. Por ser de lado 1,
al definir £ = 0.125 = 1/8 ocurre un minusculo error de redondeo (el largo de los lados
difieren de 1 por 2.22 x 10~ !%) que, sin embargo, repercute notablemente en el estado
final: como tres lados tienen 7 vértices 2-fold y uno tiene 8, se genera una asimetria que
persevera hasta el estado de equilibrio (Figura 18). Como se demuestra en el Anexo |, en
equilibrio esperamos que todos los angulos entre un vértice y sus vecinos sean iguales,
pero diferencias locales en el largo de las aristas generan diferencias en la curvatura
apreciables a mayor escala, llevando al efecto observado.

18 Pequefios en un sentido conceptual o practico, pero para nada pequefios en el tipico sentido de las
pequefias perturbaciones que suelen estudiarse en los sistemas dinamicos.
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Figura 18: Pequehas asimetrias en las condiciones iniciales pueden magnificarse en el
estado de equilibrio correspondiente. (I1zq.) Si los vértices estan distribuidos de manera
simétrica, el estado de equilibrio es simétrico y aproxima un circulo, aunque la distribucion
de vértices no sea uniforme. (Der.) De haber asimetrias (un lado tiene 8 vértices, el resto
tiene 7), pueden producirse resultados inesperados, como un estado de equilibrio que
aproxima una elipse, implicando la generacion espontanea de un eje. Circulos celestes:
vértices; Lineas naranjas: aristas.

Monocapa sin nucleos

Estas simulaciones (Figura 19) se corresponden a una monocapa de células idénticas
vistas de costado, que estan en contacto no solo con otras células sino también con un
“‘medio exterior” de un lado apical y un lado basal. Bajo estas condiciones, este modelo
tiene un estado de equilibrio de células columnares (dependiendo de la densidad celular),
convexas hacia el medio externo, en una monocapa infinita con simetria apico-basal (ver
Anexo I). Iniciamos estas simulaciones con una capa de n células rectangulares usando
condiciones periddicas de borde, con un largo A, =10 en el eje horizontal. Las
simulaciones con hasta 20 células alcanzaron este estado de equilibrio a partir de estas
condiciones iniciales, con buen ajuste a las predicciones tedricas (p. ej.: Tabla 4 en el
Anexo).
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Figura 19: Simulaciones de una “monocapa sin nucleos” compuesta por n = 10, 15,20
células en una monocapa periédica de periodo )\, = 10. (Arriba) Condiciones iniciales:
monocapas periodicas formadas por células rectangulares. (Abajo) Estado de equilibrio
alcanzado rapidamente (< 2-tr) a partir de la configuracion inicial, formada por células
idénticas con interfaces rectas entre ellas y convexas al medio externo. Circulos celestes:
vértices; Lineas naranjas: aristas

Aunque no hemos realizado los calculos para demostrar que la monocapa es una
morfologia celular estable de este modelo simplificado, todas las simulaciones bajo estas
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condiciones iniciales mostraron ser estables a largo plazo, salvo aquellas con mas de 20
células, donde las simulaciones fallaron por problemas casi inmediatos (en t =~ 7z) que
parecerian ser artefactos de la integracion numérica (p. €j.: exceso de tiempo para realizar
una operacién, problemas topolégicos)(Figura 20), por lo que en principio no reflejan
correctamente el comportamiento del modelo matematico para altas densidades celulares.
Esta limitacion podria ser superada en principio con el uso de métodos de integracion
numeérica mas sofisticados.
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Figura 20: Errores en simulaciones con alta densidad celular. (Izquierda) Una simulacién
con 21 células en un epitelio periodico de largo )\, =10, luego de 81 pasos de
integracion, momento en el que aparece un defecto topolégico (recuardo). (Derecha)
Detalle del recuadro, mostrando que una célula presenta un artefacto topoldgico (la
membrana se cruza con si misma), lo cual conlleva la falla del programa en unos pocos
pasos. Esta situacion resulta poco intuitiva viniendo de las ecuaciones, lo que parece
indicar que se debe a errores en el método de integracion numérica. Circulos celestes:
vértices; Lineas naranjas: aristas

Simulaciones con nucleos

Monocapa con ntcleo sin la fuerza compensatoriaT';

Nuestro propdsito inicial era obtener una monocapa con células con morfologia similar a
la de los epitelios pseudoestratificados, para lo cual resulté razonable incorporar nucleos,
y estudiar bajo qué rango de parametros se observaba extrusion celular en el modelo
original (sin la fuerza compensatoria I';). Definiendo I'y =0 realizamos distintas
simulaciones con nucleos (siempre del mismo tamafo, pero cambiando el ancho inicial de
cada célula b = A\, /n), y observamos extrusion generalizada en muchos casos (Figura
21). Destacamos el caso de 20 células que observamos hasta llegar a un estado
aparentemente equilibrado, en el que claramente se observan dos capas de células
redondeadas, producto de la extensa extrusion celular ocurrida (Figura 22). Pareceria ser
que las monocapas con nucleos mas anchos que el b son inestables en este modelo,
tendiendo a otras morfologias que permitan acomodar mejor los nucleos.
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Figura 21: Simulaciones de monocapas con nucleos alternantes sin la fuerza restauradora
T'; para distintos numeros de células n. (Arriba) Condiciones iniciales. Estrictamente estos
nucleos no son alternantes si n es impar, pero vemos que el resultado es similar. (Abajo)
Estado del sistema para cada n después de un cierto tiempo de observacién (1000, 1000
y 2000 pasos de integracion respectivamente). Observamos que en el caso de n = 15 los
nucleos no sobresalen del ancho natural de las células b = \,./n , por lo que los ntcleos
no tienen un efecto en la forma del epitelio y se logra un equilibrio como en el caso de las
células sin nucleo. Por otro lado, para casos con mayor n se observa una cantidad notable
de extrusiéon a lo largo de toda la capa, teniendo asi células de distintas morfologias
mezcladas en un mismo tejido (aunque sea de manera posiblemente transitoria). Circulos
celestes: vértices; Lineas naranjas: aristas
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Figura 22: Sin la fuerza compensatoria T';, un epitelio rectangular formado por 20 células
con nucleos alternados (Arriba) experimenta extrusion de manera extensa, eventualmente
conformando una bicapa de células redondeadas (Abajo). Circulos celestes: vértices.

Monocapa con nucleos y fuerza compensatoria

En base a estos resultados, optamos por intentar promover la estabilidad del tejido
agregando la fuerza compensatoria ad hoc T'; al modelo. Para estas simulaciones se
utilizé en general (donde no se especifique) I'y = 0.5 - Ty L, un valor posiblemente bajo si
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observamos que en general L, y L; no suelen ser tan diferentes en una célula, pero que
resulté capaz de contrarrestar el efecto de las otras fuerzas en muchos casos. Se variaron
las posiciones de los diferentes nucleos para las diferentes condiciones iniciales.

Figura 23: Estado de equilibrio del sistema a partir de un epitelio rectangular con nucleos
en posiciones alternadas (Sup.) para diferentes valores del parametro I'y. Observamos
que el valorT'y = 0.5 - T,y / Ly permite un epitelio plano estable con una morfologia similar a
la de los epitelios pseudoestratificados, mientras que I'y = 0.25 - Ty /Lg llega a un estado
estable con células de bordes rectos y que Ty = 0.1-Ty/Lg lleva a la desapariciéon del
lado apical/basal de muchas células (en =~ 6 - ), presumiblemente conduciendo a la
extrusion de las mismas. Circulos celestes: vértices; cruces naranjas: vértices apicales;
circulos amatrillos: vértices basales.

Como primera situacién estudiamos el comportamiento de una monocapa formada por 20
células apicales ordenadas de manera alternada, teniendo algunas nucleos apicales vy
otras nucleos basales (Figura 23). Esta conformacién elemental parece razonable pues
para esta distribucion no hay ningun problema con la organizacion de los nucleos, todos
“tendrian espacio” en la monocapa si las células adoptaran una forma que se ajustara al
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nucleo, pero ya hemos mostrado que sin usar la fuerza compensatoria [; este tipo de
monocapas resulta inestable (Figura 22). Para intentar estabilizar este sistema,
realizamos simulaciones partiendo de esta misma configuracion pero cambiando el valor
del parametro Ty, encontrando configuraciones inestables™ (I'y =0.1-7,/Lo) varias
configuraciones estables (p. ej.: I'y =0.25-T,/Ly), y particularmente, un estado de
equilibrio con interfaces celulares francamente curvas que se ajustan a los nucleos
adyacentes, logrando una morfologia que recuerda a Ila de los epitelios
pseudoestratificados (I'y = 0.5 - T/ Lo).

Es interesante probar ademas situaciones en las que los nucleos se estén solapando en
la configuracion inicial. Es decir, una configuracion imposible a largo plazo, pues en
cualquier monocapa estable los nucleos deben poder estar acomodados en el eje apico-
basal. La mas sencilla de estas es una monocapa con nucleos puestos en “niveles” que
se solapan, por ejemplo “apical”,”central” y “basal”. En estas condiciones puede obtenerse
una monocapa estable, pero esto conlleva una cierta curvatura del epitelio para poder
acomodar los nucleos (Figura 24). Simulaciones con nucleos distribuidos aleatoriamente
en el eje apico-basal pueden producir morfologias mas complejas (Figura 25), y en
algunos casos (usando I'y =0.3-7,/Ly) pueden llevar a extrusibn o a situaciones

computacionalmente complejas (Figura 26).
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Figura 24 Simulaciéon de una monocapa con un estado inicial de distribucion nuclear
‘imposible”, en el que los nucleos se solapan entre si (Arriba). Vemos que, bajo estos
parametros, se obtiene un estado final (aqui correspondiente a 1800 pasos de integracion,
o 18-7r) estable de monocapa Ilocalmente levemente curvada, con células
columnarizadas (Abajo). Circulos celestes: vértices; cruces naranjas: vértices apicales;
circulos amarillos: vértices basales.

19 Por limitaciones técnicas no simulamos la extrusién en este caso en si, si no que marcamos el punto en
el cual uno de los lados hacia el medio externo se reduce a un punto, aunque estrictamente podria no
desembocar en la extrusiéon de dicha célula.
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Figura 25 Simulaciéon de una monocapa con un estado inicial de distribucion nuclear
aleatoria (arriba). Bajo estos parametros, se obtiene un estado final estable (aqui
correspondiente a 3000 pasos de integracion, o 30-7g) de morfologia compleja, con
notable curvatura y células columnarizadas (abajo). Circulos celestes: vértices; cruces
naranjas: vertices apicales; circulos amarillos: vértices basales.
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Figura 26: Simulaciones con nucleos organizados al azar a lo largo del eje apico-basal
mostrando inestabilidades para T’y = 0.3 - T/ Lo. (Arriba) Condiciones iniciales mostrando
una monocapa de 20 células rectangulares con nucleos asignados una posicion aleatoria
en el eje apico-basal. (Medio) Simulacion luego de un cierto tiempo (~ 13-t Yy 17 - 7R
respectivamente), a partir del cual ocurren inestabilidades, sefialadas con un reborde
negro. (Abajo) Detalle de las zonas de interés. (Izq.) En este caso se genera un vértice
cuadruple, cuya evolucion no seguimos por cuestiones técnicas, pero que llevaria en
principio a la extrusion de la célula en cuestion (la numero 20). (Der.) Debido a la gran
expansion basal en esta simulacion, se generd una expansion apical acomparnante que,
junto con las fuerzas de las células adyacentes, genera una forma de ‘reloj de arena’,
que tiene altas probabilidades de generar artefactos en la integracion (por ejemplo, que
en un paso la interfaz entre 2 y 3 se cruce con la de 3 y 4). Circulos celestes: vértices;
cruces naranjas: vértices apicales; circulos amarillos: vértices basales.; lineas naranjas:
aristas

Ademas de estudiar conjuntos de células nucleadas, podemos asignarle tamafo 0 a
algunos nucleos (similar al caso de las células sin nucleo), logrando asi una monocapa
formada efectivamente por “dos tejidos”: uno cuyas células tienen nucleo y otro en el que
no. Sin tomarlo muy literalmente como un tejido con y uno sin nucleos, uno puede
imaginar que se trata de tejidos en los que el nucleo juega un rol mecanico bien
diferenciado: importante en uno, despreciable en el otro. Un ejemplo podria ser el caso de
la placa neural, rodeada a ambos lados por epitelio no neural, en las que el nucleo tiene
distinta importancia debido a sus claras diferencias morfolégicas (células columnares vy
angostas en un caso, cuboidales en el otro).

Como ejemplo interesante decidimos simular una situacion en la que un grupo
relativamente chico (7 de 20) de células posee nucleos y todos ellos estan inicialmente en
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posicion basal, inspirados por el posicionamiento basal de los nucleos del EN y su
relacion con la formacion del punto bisagra medial en embriones de pollo (Schoenwolf
et al., 1988). Efectivamente, en nuestras simulaciones también ocurrié un pliegue (una
especie de buckling de la monocapa), alcanzandose un estado final notablemente
plegado en sentido basal, compuesto por células no-columnarizadas (esto es esperable
pues no existe ningun término que promueva o mantenga la columnarizaciéon en las
ecuaciones del modelo) (Figura 27c)
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Figura 27: Un epitelio nucleado (con nucleos basales) rodeado por ofro epitelio sin
nucleos lleva al buckling de todo el tejido en nuestro modelo. (a) Condicion inicial de 20
células rectangulares en una monocapa de largo )\, = 10, de las cuales 7 tienen nucleos,
que inicialmente estan en posicion basal (sefalados de 1 a 7 en la figura). (b) Estado del
sistema luego de 30 - T, mostrando una morfologia transitoria que presenta un buckling
basal y células de morfologia columnar. Destacamos los pliegues que ocurren entre las
células nucleadas y las no nucleadas (puntas de flecha) que se asemejan a los pliegues
que ocurren entre el EN y el ENN durante la neurulacién primaria. (c) Estado final del
sistema, alcanzado luego de aproximadamente 60 - Tr, presentando un plegamiento basal
notable y una falta casi total de columnarizacion celular. Circulos celestes: vértices; cruces
naranjas: vértices apicales; circulos amarillos: vértices basales.

Destacamos un par de aspectos de los resultados de esta simulacién. Primero que,
aunque transitoriamente, el sistema fue capaz de producir un tejido plegado formado por
células columnares. Curiosamente, los pliegues formados incidentalmente en estas
situaciones entre el tejido nucleado y el circundante (Figura 27b, puntas de flecha)
recuerdan por su morfologia a los pliegues que se forman entre la placa neural y el
ectodermo no-neural durante la neurulacién primaria, involucrados tanto en la generacion
de fuerzas necesarias para el cierre del tubo neural como en el origen de las células de la
cresta neural (Barresi & Gilbert, 2019). Segundo, que la monocapa experimentd una
deformacion notable y a largo plazo (en este caso permanente) como resultado de
restringir las posiciones nucleares solamente en el estado inicial. Esto difiere de la
situacion in vivo de la formacion el punto bisagra medial de la placa neural, en la que los
nucleos se mantienen basales en sus células en todo momento mediante la regulacion del
ciclo celular. Este resultado sugiere que in vivo podria organizarse el pliegue de ciertas
estructuras mediante el posicionamiento especial de algunos nucleos durante periodos
muy cortos de tiempo, incluso mucho antes de la formacién de la estructura final, una
posibilidad que no suele ser discutida entre los mecanismos de la morfogénesis.
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Para estudiar la posibilidad de que el estado final dependiera apreciablemente de
diferencias en el numero de vértices para situaciones iniciales grosso modo iguales (como
en el caso de una sola célula mostrado en la Figura 18), el ultimo experimento fue
realizado multiples veces bajo los mismos parametros y condiciones iniciales, variando
solo los valores de £ y dL. Hallamos que, aunque hubieron diferencias locales en la
morfologia y sobre todo en la escala temporal, en todos los casos se llegd a la misma
morfologia general final (Figura 28), aunque en algunos casos surgieron asimetrias.
Siendo b = A\, /N¢ nuestra medida de la densidad celular, usamos £ =b/2,b/5,b/7 y
dL =b/8,b/8,b/10 respectivamente. Para determinar que se habia llegado al equilibrio
(asi como el tiempo necesario para esto) estudiamos la dinamica temporal de las areas y
perimetros celulares, parametros involucrados (directa o indirectamente) en las fuerzas
del sistema (Figura 29). No queda claro, en todo caso, si las diferencias encontradas
reflejan correctamente el comportamiento del modelo o si se deben a particularidades de
la implementacion computacional.

Adicionalmente, para comprobar que este efecto no depende estrictamente de la ausencia
de nucleos en la region adyacente a las células centrales con nucleos inicialmente
basales, realizamos un nuevo experimento utilizando solamente células con nucleo. Para
esto se utilizdé una condicidn inicial similar a la anterior, tal que el tejido que “rodea” (es
decir, el que no poseia nucleos en la simulacién anterior) tuviera nucleos dispuestos de
manera alternante, configuracion capaz de producir un epitelio pseudoestratificado estable
y sin curvatura global, como mostrado en la Figura 23. Similarmente al caso anterior, bajo
estas condiciones el epitelio adquirié una curvatura global estable, aunque lo hizo en una
escala temporal un poco mayor, y presentando una cierta asimetria (Figura 30).
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Figura 28: Comparacién de simulaciones con condiciones iniciales similares pero
distintos valores para la "maxima/minima distancia entre dos vértices" L y dL. Las
columnas muestran simulaciones con L =10b/2,b/5,b/7 y dL=0b/8,b/8,b/10,
respectivamente, siendo b = 0.5 una medida de densidad celular. (Arriba) Situacion inicial
del sistema: células rectangulares de ancho b, con vértices apicales y basales sefialados.
Un grupo central de ellas tiene nucleos (numerados del 1 al 7 en la figura), inicialmente
de ubicacion basal. (Medio) Estado del sistema después de 1000 pasos de integracion (
10 - 7g), mostrando distintos grados de deformacion segun el valor de L y dL. (Abajo)
Estado final del sistema, alcanzado a distintos tiempos en cada simulacion, 40 - Tg, 60 - T
y 70 - 7r (4000, 6000 y 7000 pasos de integracion) respectivamente. La identidad del
estado final, asi como el tiempo necesario para alcanzarlo fueron determinados a partir
del estudio en el tiempo de parametros geométricos (Figura 29). Circulos celestes:
vértices, cruces naranjas: vértices apicales; circulos amatrillos: vértices basales.
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Figura 29: Dinamica temporal de los perimetros y las areas (en unidades adimensionales)
para simulaciones que parten de condiciones iniciales similares, variando los valores de L
y dL (como fracciones de la densidad celular b), expresados en funcién del numero de
pasos de integracion. Cada linea de un color se corresponde a una de las 20 células
presentes en el sistema simulado. (Izq.) Datos para la simulacion con L =b/2, dL =b/8,
donde se observa una estabilizacion de la dinamica a partir de t ~ 4000 = 40 - Tr. (Centro)
Datos para la simulacion con £ = b/5, dC = b/8, donde se observa una estabilizacion de la
dinamica a partir de t ~ 6000 = 60 - 7. (Der.) Datos para la simulacién con L =b/7,
dL = b/10, donde se observa una estabilizacion de la dinamica hacia t ~ 7000 = 70 - 7g.
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Figura 30: Un epitelio nucleado formado por una regiéon con nucleos basales rodeada por
otra con nucleos alternados lleva al buckling de todo el tejido en nuestro modelo. (a)
Condicién inicial de 20 células rectangulares en una monocapa de largo )\, = 10, de las
cuales 7 tienen nucleos, que inicialmente estan en posicién basal (sefialados de 7 a 13
en la figura). (b) Estado del sistema luego de 35 - Tr, mostrando una morfologia transitoria
que presenta un buckling basal y células de morfologia columnar. (c) Estado final del
sistema, alcanzado luego de aproximadamente 80 - T, presentando un plegamiento basal
notable y una falta casi total de columnarizacion celular. Circulos celestes: vértices;
cruces naranjas: vértices apicales; circulos amarillos: vértices basales.
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Discusion
Discusion General

En este trabajo hemos mostrado resultados experimentales sobre la polaridad apico-basal
y la morfologia del neuroepitelio de pollo bajo distintos tratamientos farmacologicos en el
contexto de la neurulacion primaria. Hemos presentado también un modelo dinamico que
incluye a la membrana y al nucleo como elementos mecanicos importantes, y que es
capaz de reproducir ciertas situaciones bioldgicas interesantes, capturando elementos de
los epitelios pseudoestratificados no presentes en los modelos publicados.

Los resultados experimentales presentados indican que los efectos causados por el
tratamiento con PMA 5 pM, en especial la extrusion, no se deben a la apoptosis.
Entonces, es probable que lo observado sea un fendbmeno de extrusion viva, promovido
por algun tipo de restriccion mecanica (como lo es la alta densidad celular en otros
epitelios) que es evitada en la situacién normal in vivo. El pasaje relativamente rapido de
un epitelio normal, estable en el tiempo (en un rango de aproximadamente 1 h) a un
epitelio que ha experimentado un alto nivel de extrusion apical sugiere que, por algun
motivo, el tejido se ha vuelto mecanicamente inestable, por ejemplo por la pérdida de
algun mecanismo relacionado con la polaridad apico-basal, que se ve alterada en todos
los casos en los que ocurre extrusidn que mostramos en el presente trabajo.

A su vez, los resultados computacionales muestran que, en nuestro modelo de un epitelio
con nucleos so6lidos y membranas capaces de curvarse, la presencia de nucleos con un
eje menor mayor que el ancho b= \,/N¢s (el ancho que tendria cada célula en el
equilibrio sin tomar en cuenta los nucleos) puede llevar a una inestabilidad que se
resuelve mediante la extrusidon de células, que permanecen adheridas a las otras células,
hasta la formacion de un tejido con varios estratos, situacion en la que se puede llegar a
un equilibrio estable. Esta inestabilidad parece inevitable si tomamos solamente en cuenta
las fuerzas usualmente presentes en los Vertex Models, es decir, si modelamos a las
células esencialmente como burbujas. Pensandolo asi, la extrusion celular resulta un
fendmeno totalmente natural y esperable: el nucleo actua para perturbar la membrana
(burbuja) hacia una posicion en la cual uno esperaria que una burbuja “resbale” (en este
caso, que extruya). Uno no esperaria que una burbuja adoptara establemente la forma
que adquieren las células en un epitelio pseudoestratificado sin la acciéon de elementos
externos. De la misma forma, resulta necesario implementar elementos nuevos al modelo
para lograr estabilizar esta morfologia.

La introduccién de la “fuerza compensatoria” T permite que el epitelio alcance un estado
estable con nucleos de tamano considerable a diferentes alturas en la monocapa. Aun
logrando el equilibrio, distintos valores de I'y conllevan interfaces celulares con distintas
curvaturas. Esta fuerza es el unico elemento del modelo que distingue los lados apicales,
basales y laterales y nuestras simulaciones muestran que su reduccion (disminuyendo el
valor del parametro I'y) tiende a favorecer la extrusion celular. Esta fuerza hace referencia
formalmente a un eje apico-basal, pero no realizamos ninguna simulacion en la cual los
parametros del lado apical fueran distintos de los del lado basal. Por lo tanto, aunque
nuestros resultados sugieren una relacion con la polaridad apico-basal, no hemos
explorado esta afirmacion lo suficiente. Dicho esto, estos resultados indican que una
pérdida de polaridad apico-basal podria conllevar un aumento en la inestabilidad del
epitelio para altas densidades nucleares, llevando a la extrusion celular.
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Los resultados experimentales indican que la extrusion en este caso puede deberse a una
inestabilidad mecanica del tejido, y las simulaciones muestran que esta hipodtesis tiene
sentido desde un punto de vista fisico. Pero no solo eso, de estos resultados sobre la
ocurrencia excepcional de la extrusion celular in vivo emerge la idea de que el
neuroepitelio es un tejido cuya mecanica y morfologia normal no puede ser explicada
satisfactoriamente mediante modelos clasicos como los VMs, que carecen de membranas
curvadas y hacen una analogia entre los tejidos y las espumas. El hecho de que esta
complejidad morfolégica esté presente naturalmente sin la ocurrencia espontanea de
extrusion parece requerir de la accion de ciertos mecanismos especificos a los epitelios
pseudoestratificados, posiblemente relacionados con la polaridad apico-basal. En ese
sentido, podria pensarse que los mecanismos que evitan la extrusion celular durante la
neurulacion primaria son simplemente parte de los mecanismos que determinan la
morfologia pseudoestratificada del neuroepitelio, con todas las condiciones mecanicas
necesarias para la neurulacion que esto seguramente conlleva.

En este trabajo propusimos un posible mecanismo con ese proposito en la forma de la
fuerza I';, elegida en principio por su clara tendencia a evitar la extrusion (frenando la
disminucién del lado apical/basal), pero no fue nuestra primera opcion. Aunque no
mostramos los resultados, se realizaron distintos intentos de estabilizar el epitelio con
fuerzas de otro estilo, pero no fueron exitosos®. El uso de I';, aunque conveniente,
plantea la pregunta de su validez biolégica. De efectivamente ocurrir, este tipo de fuerzas
podrian estar revelando la existencia de mecanismos de “cross-talk” entre los lados basal
y apical de la célula, vinculandolos mecanicamente. Realizamos mas comentarios al
respecto mas adelante en la discusion.

Consideraciones sobre la extrusion celular y sobre el modelo

El modelo aqui presentado permite, bajo ciertos parametros y condiciones iniciales,
reproducir ciertas situaciones que juzgamos interesantes desde una perspectiva bioldgica.
Destacamos entre ellas (1) la posibilidad de obtener monocapas mecanicamente estables
compuestas por células columnares cuya forma se ajusta a la presencia de un nucleo
rigido en contextos de alta densidad celular; (2) la posibilidad de determinar el plegado de
un tejido mediante la localizacién inicial de los nucleos, sugiriendo que in vivo podria
organizarse el pliegue de ciertas estructuras mediante el posicionamiento especial de los
nucleos durante cortos periodos de tiempo previo a la formacién de la estructura final; y
(3) la ocurrencia de extrusion celular, que lleva el tejido inestable a una morfologia
estratificada formada por células mas bien redondeadas, reflejando los resultados
experimentales en los que la extrusion celular suele conllevar una pérdida de la estructura
columnarizada, sobre todo en las células extruidas.

Sobre este ultimo punto cabe aclarar que no es necesariamente correcto interpretar las
extrusiones observadas en nuestro modelo como analogas a la extrusion viva de los
experimentos, aunque asi lo hayamos hecho hasta ahora. Por ejemplo, se ha mostrado
que en epitelios monoestratificados, la extrusion viva requiere la contraccion de un anillo
de actina, en un proceso que involucra sefalizacion via esfingosina-1-fosfato (S1P) y que
es mediado por ROCK (Eisenhoffer etal.,, 2012). Aunque no podemos realizar
afirmaciones respecto a si esta interaccion ocurre en el caso de los epitelios
pseudoestratificados, no la planteamos explicitamente en nuestro modelo y, salvo que sea
extremadamente rapida, no pareceria poder estar contemplada de manera implicita.

20 Estos intentos incluyen: diferencias en la tensién interfacial entre células vs. con el medio externo,
fuerzas elasticas apico (basales) a favor u opuestas al incremento de perimetro total o apical (basal),
tanto tangentes como normales, asi como fuerzas laterales que promovieran la columnarizacion.
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Cuando una célula extruye en nuestro modelo, esto es el producto de una inestabilidad
del tejido considerando puramente aquellos elementos mecanicos que regulan las fuerzas
de la célula de manera mas o menos constante, refiriéendonos principalmente a la
membrana plasmatica, el citoesqueleto y el nucleo. No ocurren sefiales quimicas nuevas
que aparezcan como resultado de los cambios mecanicos y geométricos del tejido?' y que
sean capaces de generar un efecto de umbral.

Esta distincién también es propia de otros modelos de extrusion, pero es posible en este
caso sefalar un par de hechos que le dan validez a nuestra correspondencia. Primero,
que una célula extruye en nuestro modelo si y solo si en la zona (apical o basal) existe
una suma de fuerzas que (1) tienda a disminuir la superficie con el medio exterior y (2)
haga favorable una transicién de tipo 1, es decir la separacion de la célula del medio
exterior. Claramente, la presencia de estas condiciones favorecerian la extrusién en una
célula in vivo mas alla de la existencia de procesos que efectivamente permitan concretar
la extrusidn, procesos que podrian activarse a partir de una inestabilidad, que estaria
actuando como sefial. Estudiar bajo qué condiciones ocurre la extrusion en el modelo
permite entonces ver situaciones en las que podriamos esperar extrusion viva in vivo. Es
interesante en ese sentido notar que, segun nuestras simulaciones, una forma de causar
extrusion pareceria ser aumentar la densidad celular (en este caso, disminuir el ancho
promedio celular b), al igual que como se ha descrito para la extrusidén viva en epitelios
con morfologias mas sencillas (Eisenhoffer et al., 2012; Okuda & Fujimoto, 2020).

La construccion de un modelo? obliga a ignorar muchas de las posibles causas de un
proceso, no por falta de relevancia, si no porque su inclusién complejizaria demasiado el
trabajo. Analicemos en particular el caso de la migracion nuclear intercinética (INM). Este
fendbmeno, fundamental en los epitelios pseudoestratificados, resulta particularmente
relevante para determinar el estado mecanico del neuroepitelio debido a su relacion con el
ciclo celular. La INM implica un acoplamiento (con discontinuidades, por supuesto, en
cada division celular) entre la posiciéon nuclear y (1) la forma celular, pues las células
mitoticas necesariamente se redondean, (2) el volumen nuclear, con un aumento de casi 6
veces en el embrion de pollo (Sauer, 1935), y (3) el aumento de la poblacion celular,
confinado en principio al mismo espacio que antes. Aunque las estimaciones temporales
de los fendmenos observados en nuestras simulaciones (< 75 - Tr = 25 min) parecen ser
mas cortas que el efecto de la migracion (8-12 h; Schoenwolf, 2018), al estar ocurriendo
esta en todo momento, seria esperable siempre ver un porcentaje apreciable de células
experimentando los dos ultimos cambios mencionados. Ademas, el efecto del cambio de
tamafo nuclear deberia verse como una heterogeneidad en el tamafo nuclear de las
distintas células en todo momento. Por lo tanto, implementar la INM en nuestro modelo
requeriria no solo incluir la migracion nuclear en si (p. ej.: via la fuerza G;, como se
discutié antes), si no también introducir cambios en el tamafo nuclear, una transicién
capaz de producir nuevas células, y nuevas fuerzas necesarias para el cambio en la
morfologia celular.

Entre otros procesos que decidimos no considerar estan las fluctuaciones que ocurren en
las tensiones interfaciales, a pesar de ser consideradas importantes por algunos autores y
de estar incluidas en el modelo original de Kim et al. (2021). Limitamos ademas nuestro
analisis siempre al plano transversal, tanto en cuanto a los resultados experimentales
como a nuestro modelo, pero es destacable que el tratamiento farmacolégico también

21 Que en todo caso, podrian agregarse al modelo.
22 Especialmente modelos matematicos/fisicos/computacionales, pero se aplica a la sintesis de ideas mas
en general.
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produce defectos en el eje antero-posterior, como se observa en nuestros resultados.
Estos defectos pueden estar relacionados por ejemplo con problemas en la orientacién de
las divisiones celulares o con el proceso de extension-convergencia por el cual las células
se intercalan en el eje anteroposterior (Colas & Schoenwolf, 2001).

Ademas de la complejidad que podria representar agregar una tercera dimensién y todas
las interacciones que eso implicaria modelar, los fendmenos recién mencionados tienen
todos en comun el estar relacionados con los flujos del tejido a diferentes escalas. En
efecto, se ha mostrado que tanto la INM como las fluctuaciones de las tensiones
interfaciales aportan a la fluidez del tejido en el tiempo (Gémez et al., 2021; Kim et al.,
2021), y que los movimientos en los distintos ejes estan acoplados durante el desarrollo
(Xiong etal., 2020). En nuestras simulaciones buscamos estados de equilibrio
relativamente rapidos y estables en el tiempo como aproximacién para la compleja
evolucion temporal del neuroepitelio, pero es cada vez mas reconocido que la reologia del
tejido (es decir, como fluye) es un elemento crucial en la morfogénesis (Petridou &
Heisenberg, 2019).

Todos estos factores interactuan para determinar el estado mecanico del tejido que, como
ya hemos discutido, es clave para comprender los movimientos morfogenéticos del
mismo. Seria ideal para un trabajo como el presente poder establecer un vinculo explicito
entre las propiedades mecanicas a nivel de la célula o el tejido y los componentes
subcelulares que las producen. Sin embargo, aun conociendo factores importantes para
nuestro fendmeno de estudio, como la relacidén que guarda con el estado de fosforilacion y
la distribucién de la proteina MARCKS (Aparicio et al., 2018; Veloz et al., 2022), no
podemos realizar predicciones cuantitativas al respecto. El rol mecanico de las proteinas
que, como MARCKS, anclan la corteza celular a la membrana constituye un tema
particularmente dificil y poco estudiado (Lembo, 2021; Lembo et al., 2023), pero el
problema resulta inextricable aun si solo consideramos el rol de la corteza celular en el
establecimiento de una sola propiedad mecanica. Si queremos hablar sobre la rigidez (por
ejemplo, medida por microscopia de fuerza atémica), la intuicién nos lleva a pensar que la
contraccion de la corteza bajo la accion de la miosina Il debe conllevar un aumento en la
rigidez, con todas las consecuencias que de ahi se deducen. Sin embargo, esta relacion
no tiene nada de sencillo. No solo no es obvio que la contraccion de una red la hace mas
rigida (demostrado tedricamente en algunos casos en Sharma et al., 2016) sino que, mas
aun, se ha mostrado que en el caso particular de la corteza celular este cambio depende
fuertemente de la topologia de la red de filamentos de F-Actina tanto a nivel celular
(Lembo et al., 2023) como supracelular (Yevick et al., 2019), pudiendo incluso disminuir la
“solidez” del tejido al favorecer su fluidez (Herrera-Perez etal., 2023), de manera
aparentemente contradictoria.

Actualmente parece dificil incorporar estos aspectos en un modelo fisico.

Limitaciones & Perspectivas

Como ya mencionamos, nuestra aproximacion presenta ciertas limitaciones inevitables,
pero nos gustaria destacar algunas y proponer formas en las que podrian ser superadas.

Primero que nada, no hemos podido contrastar nuestros resultados experimentales con
nuestro modelo de manera cuantitativa. Esto es en parte porque no realizamos ninguna
medida mecanica sobre los embriones. Una opcion en ese sentido seria medir la
elasticidad del tejido mediante microscopia de fuerza atdémica pero, debido a la
complejidad antes discutida, esto podria servir mas para caracterizar el estado del tejido
que para comprender mejor nuestros fendmenos de interés. Por otra parte, nuestra
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implementacion del modelo presenta limitaciones que dificultan el contraste cuantitativo.
El uso del método de integracion de Euler, aunque conveniente desde el punto de vista de
la programacién, imposibilita alcanzar densidades celulares tan altas como las que
ocurren in vivo. Este problema podria ser resuelto implementando otro método de
integracion mas complejo, o incluso basado en minimizacion de energia. Otra gran
dificultad es la gran cantidad de tiempo requerida para las simulaciones presentadas en
este trabajo. En una simulacion del modelo completo, un paso de integracion lleva entre 8
y 16 segundos, dependiendo del hardware, lo cual significa que se requieren mas de 9
horas para una simulacion de 3000 pasos, equivalente a 30 - 7. ~ 10 min. Ademas de
cambiar el hardware utilizado (todas las simulaciones se realizaron en una computadora
personal, podrian usarse otras de mayor potencia o un servidor remoto, por ejemplo), esto
podria mejorarse optimizando el codigo de la implementacion, pero también podria ser
afectado negativamente por el uso de algoritmos de integracion mas complejos.

Existen ademas discrepancias mas sutiles entre los resultados de los experimento in vivo
e in silico. En nuestras simulaciones la extrusién involucra siempre una pérdida de
columnarizacion en todas las células, mientras que in vivo, aunque estan asociadas
(como muestran nuestros resultados)®®, se sabe que estos efectos pueden ser
desacoplados experimentalmente (Aparicio et al., 2018). Otra cuestion ya mencionada es
la de la naturaleza de la fuerza compensatoria I';, que requiere la transmision de
informacion mecanica rapidamente entre ambos extremos de la célula, implicando una
definicion global de la misma. Una alternativa quizas mas probable en el sentido biolégico
consiste en asumir que tanto el lado apical como el basal tienen, de manera
independiente, una cierta compresibilidad y una cierta extension para la cual la superficie
se encuentra relajada en equilibrio, originado por ejemplo por la presencia de la corteza
celular, las uniones adherentes o por la adhesién a la lamina basal. Esto permite una
definicion local de T';, que en primera aproximacion podria ser por ejemplo

Ty =T (L - LY) (Ec. 1)
para los vértices apicales y
L, =19 (L2 —L}) (Ec. 2)

para los basales. Como ejemplo, definiendo Ly = 0.52 (el largo apical y basal en equilibrio
para b=0.5) y I'g =Ty/Ly, probamos realizar algunas simulaciones (Figura 31). Este
modelo con T; local alcanza un estado estable con morfologia similar a la de nuestro
modelo en el caso de un tejido con nucleos alternantes (comparar con Figura 23), pero no
es capaz de reproducir el plegado de la monocapa con un grupo de nucleos basales,
produciéndose artefactos durante la simulacion. Ya que ambos problemas involucran
grandes deformaciones de las interfaces laterales, quizas sea posible tener ambas en
cuenta introduciendo algun mecanismo que promueva la morfologia columnar, que
podrian interpretarse parcialmente en términos de las contribuciones de los microtubulos
(Colas & Schoenwolf, 2001).

23 Esta pérdida es notable sobre todo en las células extruidas, pero es visible también en aquellas no-
extruidas, que tienen menor altura en los tratamientos con PMA y PMA + QVD-OPh que en la situacion
control.
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Figura 31: Definiendo I';de manera local pueden reproducirse algunos de los resultados
del modelo antes mostrado, pero no todos. (Izq.) Partiendo de una monocapa de células
rectangulares con nucleos alternados, se obtiene una morfologia que recuerda a la de los
epitelios pseudoestratificados en un tiempo menor a 10 -tz (comparar con Figura 23).
(Der.) Partiendo de una monocapa de células rectangulares con un grupo de nucleos
basales se llega a artefactos que generan situaciones absurdas en la simulacion. Aqui, se
cruzan interfaces distintas luego de un tiempo aproximado de 30 - Tr (comparar con Figura
26). Simulaciones realizadas con L, = 0.52 apical y basalmente, y Ty = Ty/Lo. Circulos
celestes: vértices; cruces naranjas: véertices apicales; circulos amarillos: vértices basales.

A pesar de no poder relacionar cuantitativamente nuestros resultados in vivo e in silico,
nos parece interesante proponer un par de medidas que pueden resultar utiles a futuro,
expuestas en mas detalle en el Anexo lll. Por un lado, gracias a que nuestro modelo
puede presentar interfaces curvas, podria compararse la curvatura observada al
microscopio con alguna medida para la “curvatura local” de una curva poligonal como la
del modelo, que para un vertice de angulo interno 2w; con aristas adyacentes de largo /;
podriamos aproximar (de manera “externa” x;* o “interna” ;") como

KT 2c0s(wi) 0K = 2 (Ec. 3)

Zz' ll . tan(wi)

Por otro lado, ya que la extrusidon en epitelios pseudoestratificados parece depender de
alguna medida de densidad diferente a la densidad celular de otros epitelios, nos parece
que seria bueno estudiar la distribucion relativa del area ocupada por nucleos respecto al
area total del epitelio a diferentes altura del eje apico-basal. Un analisis inicial permite
intuir que dicha distribucion reflejaria la curvatura del epitelio y creemos que podria ser util
para caracterizar las condiciones bajo las cuales ocurre extrusion celular.

Finalmente, los datos aqui presentados senalan posibilidades interesantes para el estudio
futuro, tanto desde el punto de vista experimental como del modelado.

Los resultados tedricos parecen indicar que el nucleo cumple esencialmente una funcion
“perturbadora” sobre la morfologia de la célula, que es capaz de alcanzar un estado
estacionario sin extruir (ain mas con el efecto estabilizador de una fuerza como T';). Por lo
tanto, podria ser interesante alterar sus propiedades mecanicas in vivo en algunas células
y observar el efecto en la extrusion. Se podria por ejemplo intentar disminuir la rigidez del
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nucleo alterando la expresion de las laminas (Srivastava et al., 2021) (p. ej.: en nuestro
sistema podriamos lograrlo introduciendo morfolinos mediante electroporacion),

Nos interesa también mejorar y profundizar en el modelo, ya sea mediante su aplicacion a
nuevas situaciones experimentales (p. ej.: otros defectos mecanicos que pueden ser
inducidos en la neurulacién primaria, sin necesariamente involucrar extrusion), la
busqueda de mecanismos alternativos biolégicamente plausibles que puedan producir
resultados interesantes, o realizando mas calculos que nos permitan implementarlo de
manera mas eficiente, posiblemente convirtiendo las ecuaciones de fuerza del mismo a un
funcional de energia, lo cual facilitaria tanto la simulacion como el analisis matematico del
mismo.

Conclusiones

Tomando en cuenta la informacion presentada en este trabajo, podemos afirmar que los
diversos defectos inducidos por la activacion de PKC mediante el tratamiento con PMA
son independientes de la apoptosis, y en particular, que la extrusion celular asi inducida
es un ejemplo de extrusion viva, que podria ser inducido por una inestabilidad mecanica
prevenida en situacion normal por mecanismos relacionados con la polaridad apico-basal.

Nuestros resultados tedricos no solo apoyan esta conclusion, si no que también indican
que, lejos de ser un fendmeno improbable, la extrusién parece resultar favorable en
cualquier epitelio que, como la placa neural, deba contener altas densidades nucleares.
Esto a su vez sugiere que aquellos mecanismos que previenen la extrusion apical en
condiciones normales son precisamente aquellos que dan al neuroepitelio su
caracteristica morfologia pseudoestratificada durante la neurulacién primaria, y que son
diferentes a aquellos que dominan el estado mecanico de otros epitelios.

La union en este trabajo de resultados experimentales y teéricos, aunque incompleta y
cualitativa, permite dar un sustento mas firme a estas afirmaciones previas y, tras la
busqueda del origen de un defecto ciertamente infrecuente, resalta las complejidades que
yacen en cada escala de cada uno de los procesos que, una y otra vez, dan forma a los
seres Vivos.
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Anexo

I: Otras aproximaciones experimentales

A lo largo de la realizacion de esta maestria probamos distintas aproximaciones
experimentales que, por diversos motivos, no continuamos estudiando. Todos estos
resultados fueron obtenidos antes de la realizacion de los experimentos presentados en el
texto principal y, aunque no aparecen directamente, fueron importantes indirectamente
para la elaboracién conceptual de los experimentos finales. A continuacion presentamos
un resumen de estos experimentos y los resultados obtenidos.

L.i: Cortes macroscopicos sobre embriones

Como se menciond en la Introduccion, diversas fuerzas actuan a nivel macroscopico
sobre el neuroepitelio durante la neurulacion primaria. La accion de estas fuerzas genera
tensiones internas al embrién que podemos evidenciar realizando cortes en los tejidos y
luego observando la deformacion resultante. Para tener una idea (aunque fuera grosera)
de estas tensiones y su relacién con la neurulaciéon primaria durante nuestro periodo de
interés, realizamos cortes rectos en diferentes direcciones y en diferentes regiones del
embridén, utilizando una aguja de microdiseccién de acero. En todos los casos se procurd
realizar cortes simétricos respecto al eje izquierda-derecha. Similarmente a los
experimentos con PMA y QVD, utilizamos embriones en etapas tempranas del cierre del
tubo neural (HH7"-8) cultivados segun el método EC (Chapman et al., 2001), que luego
fueron incubados por 3 h, tiempo en el cual esperariamos que, bajo condiciones
normales, el tubo neural se pliegue y cierre casi completamente. Los embriones fueron
fotografiados utilizando una camara BRESSER MikrOkular Full HD a través de una lupa
binocular Nikon SMZ800 antes y después de la incubacion, permitiendo corresponder la
localizacion y el tamano inicial de cada corte recto con los de la situacién final. Las
imagenes fueron procesadas en FIJI (Schindelin et al., 2012).

Como se observa (Figura 32), los distintos cortes produjeron distintos efectos, visibles
tanto por la deformacién en el plano como por los cambios en el cierre normal del tubo
neural. En nuestros resultados, pareceria ser que los cortes laterales “lejanos” (es decir,
en el area opaca) no producen cambios en la morfologia general del embrion ni en el
cierre del tubo neural, a pesar de conllevar deformaciones apreciables (Figura 32A).
Cortes mas cercanos de similar tamafio produjeron tanto deformaciones como defectos
en el cierre del tubo neural muy apreciables (Figura 32B, seccidn destacada entre puntas
de flecha). Cortes laterales mas pequefios produjeron también defectos en el cierre del
tubo en las zonas cercanas (Figura 32C y D, observar entre los cortes, destacado con
punta de flecha), a pesar de que las deformaciones asociadas fueron pequefas. Un corte
longitudinal ubicado centralmente en la parte posterior del embridon produjo una
deformacion notable (Figura 32E). Los cortes transversales al embridon produjeron
resultados diversos, desde grandes deformaciones y consecuentes defectos en el cierre
del tubo para un corte posterior (Figura 32F) hasta deformaciones minimas y cierres de
tubo aparentemente normales para un corte mas anterior (Figura 32G). También se
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realiz6 una combinacién de un corte anterior y uno posterior, en la que no se observaron
ni deformaciones ni defectos del cierre del tubo neural notables (Figura 32H).

Figura 32: Distintas deformaciones y defectos en el cierre del tubo neural causados por
cortes macroscopicos. Se realizaron cortes rectos de distinto tipo utilizando una aguja de
microdiseccion de acero en embriones de pollo en etapas tempranas del cierre del tubo
neural (HH7+-8) cultivados segun el método EC, que luego fueron incubados por 3 h.
Lineas punteadas: posicion de los cortes originales, comparados con fotografias previas a
la incubacién. Puntas de flecha: region del tubo neural que permanece abierto en las
condiciones B y D. Embriones fotografiados utilizando una camara BRESSER MikrOkular
Full HD a través de una lupa binocular Nikon SMZ800. Linea de escala: 1 mm.

Estos resultados son pocos en numero y fueron obtenidos por una aproximacion
experimental inexacta (todos los cortes atravesaron todos los tejidos), pero sugieren la
presencia de tensiones en el embridon entero, con diferencias en distintas direcciones y
regiones, reflejadas en las diferentes deformaciones observadas. llustran entonces
algunas de las complejidades del estado mecanico al que esta sujeto el embrién en todo
momento durante el desarrollo.

Lii: Tratamiento con el agente quelante de calcio EGTA

Uno de los aportes mas importantes al estado mecanico de un tejido viene dado por las
uniones celulares que se establecen entre las distintas células del mismo, permitiendo
acoplar los fuerzas y deformaciones que ocurren a nivel celular con aquellas a niveles
mas macroscopicos. Las cadherina, proteinas de adhesion dependientes del calcio,
forman uno de los principales grupos de proteinas encargadas de esta tarea (Tepass
et al., 2000). La placa neural, que expresa E-cadherina al inicio de la neurulacién, pasa a
expresar predominantemente N-cadherina, en un proceso que, en los embriones de pollo,
coincide parcialmente con nuestro periodo de interés (Dady et al., 2012). Nos resulté
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interesante entonces la posibilidad de alterar la funcién de las cadherinas, por tratarse de
componentes subcelulares que sabemos que son importantes para la neurulacion y que
en parte determinan las condiciones mecanicas que causan (0 previenen) la extrusion
celular apical que observamos en la placa neural.

Para esto, similarmente a los experimentos con PMA y QVD, incubamos embriones de
pollo (a partir de la etapa HH7"-8; cultivados por el método EC (Chapman et al., 2001))
durante 3 h con soluciones del quelante de calcio EGTA en diferentes concentraciones
(0.5 mM, 2 mM y 10 mM; diluidas a partir de un stock de EGTA 1 M preparado en agua).
La exposicién a EGTA se realizé6 mediante su inclusion en el sustrato semi-solido (del lado
dorsal) y una gota de 20 ul de igual concentracion del lado ventral del embridon. Luego los
embriones fueron fijados (usando PFA al 4% en PBS), recortados, lavados 3 veces con
PBS por 30 minutos (cada lavado) e incubados overnight en agitacion suave a 4 °C en
una solucién conteniendo verde de metilo (dilucion 1:8000, solucién stock 2% en agua) y
faloidina conjugada a rodamina (dilucién 1:5000, solucion stock de 2 mg/ml en metanol)
en PBS. Posteriormente los embriones fueron lavados 5 veces en PBS por 30 minutos.
Finalmente los embriones fueron montados in toto en glicerol (al 50% en PBS) en
camaras especialmente preparadas y fotografiados usando un microscopio confocal Zeiss
LSM 800 (objetivo 25x, inmersion en glicerol, NA = 0.8). Las imagenes luego fueron
procesadas en FIJI (Schindelin et al., 2012).

No mostramos aqui todos los resultados de los distintos experimentos, pero en general se
observo que los embriones tratados con concentraciones bajas (0.5 mM) de EGTA no
mostraban diferencias con los embriones control en cuanto a su morfologia general
(Figura 33). Concentraciones mas altas (10 mM) llevaron a diferentes defectos,
notablemente a la pérdida de confluencia en el embrién (es decir, la ruptura del mismo)
siempre originandose en la zona posterior del eje central, asi como a la pérdida de
muchas estructuras morfolégicas reconocibles. Para destacar el cambio mecanico que
estos embriones experimentaron con respecto a la condicion control, basta sefialar que en
general fue necesario fijarlos en la misma placa de Petri donde fueron incubados debido a
que resulté imposible levantarlos junto con el papel de filtro, algo posible en todas las
otras condiciones experimentales que estudiamos. Estos embriones, fotografiados en un
microscopio confocal, presentaron por lo general células sueltas cerca de los bordes
restantes de los tejidos, pero solo en un caso pudimos observar células unidas o cercanas
a la placa neural lejos de un borde del tejido, dando la apariencia de extrusion celular
apical (Figura 33). Pensamos que puede tratarse de un caso en que el EGTA pudo haber
tenido un efecto suave respecto a lo esperado para dicha concentracion.
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EGTA 0.5 mM EGTA 10 mM

Figura 33: Resultados del tratamiento con el quelante de iones Ca* EGTA a diferentes
concentraciones. (Izq) Vista ortogonal de la placa neural de un embrion incubado con
EGTA a 0.5 mM, mostrando una apariencia similar a la de los embriones control. (Der.)
Vista ortogonal de la placa neural de un embrion incubado con EGTA a 10 mM, mostrando
varias células por encima del resto de las células del tejido, indicando (puntas de flecha),
indicando algun tipo de extrusion celular. F-actina marcada con faloidina conjugada a
rodamina, ADN con verde de metilo. Las imagenes son proyecciones ortogonales
obtenidas a partir de stacks Opticos a partir de embriones montados in toto, tomadas
usando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 (objetivo 25x, inmersion en glicerol, NA =
0,8), y procesadas en FlJI.

Debido a problemas en el montaje, no pudimos observar aquellos embriones que fueron
tratados con concentraciones intermedias (2 mM) en el microscopio confocal. Sin
embargo, a gran escala las alteraciones morfolégicas parecieron intermedias entre los
casos antes mencionados, por lo que pensamos que se podrian haber observado mas
casos de aparente extrusion apical causada por la accién del EGTA.

Dejamos de lado estos experimentos preliminares cuando iniciamos los que se presentan
en el texto principal, pero como perspectiva seria interesante estudiar si aquellos
embriones que presentan extrusion apical bajo tratamiento con EGTA comparten otras
caracteristicas con aquellos tratados con PMA, como la morfologia celular, pérdida de
polaridad apico-basal, etc. Las similitudes o diferencias encontradas podrian ayudar en la
determinacién de los mecanismos que evitan la extrusion celular en la placa neural
durante el desarrollo normal.

Liii: Tincion con el marcador de membranas BODIPY FL C5-Ceramida

Es conveniente poder observar directamente la geometria de la membrana celular de las
células de un tejido si uno desea investigar las propiedades mecanicas del mismo, por
varios motivos. Uno de ellos es que los modelos mecanicos existentes (incluyendo el
nuestro) incluyen a la membrana celular, por lo que estos datos ayudan a contrastar las
predicciones del modelo con la realidad. Por otro lado, conocer la geometria de un plano
de un epitelio nos permite, bajo ciertas hipdtesis, calcular indirectamente las fuerzas
actuando en el mismo mediante los distintos métodos de Force Inference (Chiou et al.,
2012; Ishihara & Sugimura, 2012; Stein & Gordon, 1982). Estos métodos permiten obtener
una medida relativa de las fuerzas, es decir que difiere en una constante con respecto al
valor real. Para normalizar estos valores, por ejemplo, se suele asumir que las presiones

74



relativas (que difieren entre si por una constante aditiva) tienen promedio 0, y que las
tensiones relativas (que difieren entre si por una constante multiplicativa) tienen promedio
1 (Kong et al., 2019). A pesar de esta limitante, estos métodos tienen la ventaja de permitir
calcular propiedades mecanicas del tejido de manera no invasiva.

En muchos casos puede usarse la distribucién de F-Actina para determinar la geometria
de la membrana celular del lado apical (corte tangencial) de las células de un epitelio,
pero en nuestro caso esto no seria posible, porque los experimentos con PMA alteran
esta distribucion y porque en nuestro modelo nos interesa la forma de las células en un
corte transversal. Decidimos entonces probar el marcador fluorescente de membranas
BODIPY FL Cs-ceramida (Invitrogen D3521), que ademas tiene la ventaja de poder ser
utilizado in vivo, para tefir embriones cultivados segun el método EC (Chapman et al.,
2001), con el objetivo de usarlo en los experimentos con las drogas PMA y QVD descritos
en el texto principal.

Al no tener un protocolo establecido para esta situacion experimental, probamos realizar
la tincidn en diferentes condiciones. Se prepard una solucién stock de BODIPY de 8 mM o
4.8 g/L en DMSO, a partir de la cual se prepararon las diluciones utilizadas en los
experimentos (de 1:1000 a 1:10.000) en PBS, para las tinciones en embriones fijados, y
en PBS Dulbecco (con iones de calcio y magnesio) para las tinciones en embriones vivos.

Para la tincién en embriones fijados, luego de la fijacion (usando PFA al 4% en PBS) se
realizaron 3 lavados de 30 minutos, en algunos casos solamente con PBS, y en otros
usando PBS-T (adicionando el detergente Triton X100 en dilucién 0.2%) en uno de ellos.
Posteriormente, los embriones fueron recortados e incubados overnight en agitacion
suave a 4 °C en una solucion conteniendo BODIPY, Verde de Metilo (diluciéon 1:8000,
solucién stock 2% en agua) y en algunos casos faloidina conjugada a rodamina (dilucién
1:5000, solucion stock de 2 mg/ml en metanol) en PBS. Entonces se llevaron a cabo 5
lavados de 30 minutos en PBS. Finalmente, los embriones fueron montados en glicerol al
50% en PBS, en una camara realizada con cinta aisladora sobre un portaobjetos, sellando
el espacio entre el portaobjetos y el cubreobjetos con esmalte de ufias incoloro. Para la
tincion de embriones vivos se utilizé ademas de BODIPY el marcador nuclear Hoechst
33342 (dilucion 1:500, solucion stock de 1 mg/ml en agua), vertiendo la soluciéon
gentilmente en la placa de Petri hasta cubrir todo el embrién cultivado (aproximadamente
200 pl), e incubando por 10 minutos. El montaje fue similar en ambos casos.

Como puede apreciarse en la Figura 34, en general el marcado produjo una sefal difusa,
marcando tanto el borde celular como su citoplasma. Esto queda particularmente claro en
aquellas imagenes en las que podemos comparar la sefial de BODIPY con la distribucion
espacial de la F-actina, que en embriones control aproxima mucho mejor el borde celular
(Figura 34A, C). La sefial parece estar ausente en todo el cuerpo celular, salvo
notablemente por aquellas zonas donde se encuentra el nucleo, resultado que se observa
incluso para concentraciones bajas (Figura 34B). En aquellos embriones lavados con
PBS-T se observo, ademas de la sefial antes descrita, la presencia de marcas redondas
de distinto tamafo (Figura 34C) que suponemos que pueden tratarse de membranas
intracelulares, debido a que existen protocolos de marcado de membranas intracelulares
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usando este marcador. En los embriones que fueron tefiidos vivos el marcado no resultd
mucho mas claro, e incluso observamos pequenas puntos de alta intensidad de sefal
(Figura 34D), cuyo origen también desconocemos.

Debido a la sefal poco clara, evidentemente insuficiente para determinar las
caracteristicas geométricas que nos interesaban, decidimos no continuar utilizando esta
tincion. Luego de realizar estos intentos, iniciamos con los experimentos del texto
principal, en el que la forma celular se evidencia indirectamente mediante la distribucion
de F-actina.

BODIPY

BODIPY FL Cs-Ceramida 1.33 pyM (lavado con PBSTX 0.2%) BODIPY FL Cs-Ceramida 8 pM (Imagenes obtenidas in vivo)

Figura 34: Distintos intentos de tefiir la membrana plasmatica de las células de la placa
neural utilizando BODIPY FL C5-ceramida, un analogo fluorescente de las ceramidas. (A,
B) La tincibn en embriones fijados y lavados con PBS produjo, para distintas
concentraciones, una sefial difusa que ocup6 de forma general todo el citoplasma no
ocupado por los nucleos. (C) El uso del detergente Triton X-100 (al 0.2 % en PBS) en uno
de los lavados hizo que se marcaran mdultiples cuerpos redondos de diferente tamario
(puntas de flecha) en casi todas las células. Podria tratarse de membranas intracelulares,
pues existen protocolos que permiten marcarlas usando BODIPY FL C5-ceramida. (D) En
las imagenes obtenidas en embriones vivos se observan pequefias marcas no
identificadas (puntas de flecha vacias). F-actina marcada con faloidina conjugada a
rodamina, ADN con verde de metilo. Todas las imagenes consisten en cortes opticos
unicos obtenidos a partir de embriones montados in toto, tomadas usando un microscopio
confocal Zeiss LSM 800 (objetivo 25x, inmersion en glicerol, NA = 0,8), y procesadas en
FIJI. Barra de escala: 20 um. Puntas de flecha rellenas: Cuerpos redondos marcados por
BODIPY FL Cb5-ceramida, posiblemente correspondientes a membranas intracelulares.
Puntas de flecha vacias: marcas pequenas de diferentes formas, visibles en los
embriones montados in vivo.
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II: Analisis matematico del modelo basico

Figura 35: Diagrama ilustrando las direcciones locales definidas en el vértice « por las
aristas que lo unen con sus vecinos v y [3: las normales salientes (respecto a i) n;; y las
tangentes t;;, en la interfaz entre las célulasi y j.

En su versidon mas basica (Kim et al., 2021), sélo se toman en cuenta dos fuerzas que
actuan sobre cada vértice: una tension tangencial y una presién normal. Cada vértice
tiene tantas direcciones tangentes y normales como vecinos, definidos por la arista que
los une (Figura 35). Un vértice a perteneciente a las células i y j experimenta tensiones
T} de diregcién tangencial y magnitud 7;; (Qque asumiremos funcién sélo de iy j), y
presiones N;; de direccion normal, que siguen la formula
Ne = (ap-apy) Hig,, Ec. 1

ij_( i j)an (Ec. 1)
donde AP; y AP; son las diferencias de presion osmotica a través de cada célula, L;; el
largo del contacto entre ambas células, y n;; la normal saliente respecto a i. Observamos
que N;; es saliente si y solamente si AP; > AP;. En el caso de que el vértice pertenezca a

3 células i, j y k, cada arista corresponde a dos de ellas, y el célculo es igual al anterior
(es decir, considerando ademas 133, T5, Ny Njj).

Combinando estas fuerzas, junto con la consideracién usual de los VMs en cuanto al
régimen viscoso se obtiene la expresion, para cada vértice de posicion R,

dR,, ~ Li; .
1,j€C(a)

donde 7nr es la viscosidad asociada al movimiento de los vértices y C(«) el conjunto de
células en las que participa a.

Pueden definirse las presiones de distintas maneras, y aunque es usual definirlas
linealmente respecto al area en otros modelos (por ejemplo, el término de la forma
(A — Ap)? en la energia de la ecuacién 1 se corresponde a una fuerza que es lineal

77



respecto a A) , en este caso asumimos una relacion inversa, con lo que podemos

expresar
Apizg_Po (Ec. 3)

donde K expresa la compresibilidad de las células, A; su area y P, la presion externa, que
se asume constante. Usando esto, puede expresarse la ecuacién 2 como

dR - 1 1\L
@ _ Tty + K| — — — ) =27, Ec. 4
w= X (nher (g -a) ) (Ec. 4)

1,j€C(a)

ILi: Estado de equilibrio del modelo basico

Estudiar este modelo, aunque sea mas simple que el utilizado en las simulaciones, nos
permite hacer ciertas afirmaciones sobre el comportamiento de la version mas compleja.
Primero que nada, es conveniente obtener una version adimensionalizada de la ecuacion
4. Tomando Tj (la “escala de tension efectlva”) Ly = \/— VEK/Pyy 1r=mnrLo/T,
podemos definir 7, = Ra/Lo, ij = Tij/To, Tij = NzJ/POLO y escribir

- ~ 1 Lij PyLg .
Ta = Ztijtij + (Z - A_j> 5 Tonij (Ec.5)

abusando la notacion y obviando el uso tanto de A; y A; como de L;; en su forma
normalizada (dividiendo por Ly Lo, respectivamente) por simplicidad.

Figura 36: Diagrama ilustrando las fuerzas resultantes sobre un vértice en el
equilibrio ( XT;; y ¥N;;), que resultan ser colineales, y que bisecan el angulo local de
la interfaz entre las células i y j en dos angulos de valor w.

Estudiemos qué pasa con los vértices 2-fold en el equilibrio, asumiendo que este existe
(Figura 36). Por tener solo dos aristas, podemos denominar al angulo interior entre ellos
como 2w y establecer un eje de simetria bisecando el angulo en dos de valor w.
Observamos que las magnitudes de las fuerzas dependen de las células de la interfaz y
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no de la identidad del vértice. Por simetria, es claro que la sumatoria de las fuerzas
normales sera colineal con la suma de las tensiones, y tendremos que

1 1 PyL
2T} cos(w) = — Lo

A qu T sin(w) (Ec. 6)

0, equivalentemente

1 1\ L PyLg
T = — Y tan(w Ec. 7
1) qu A;Q 2 TO ( ) ( )
Por lo que w también resulta ser funcion solo de las células de la interfaz, y deducimos
que todos los vértices 2-fold que conforman la misma interfaz entre dos células
presentaran el mismo angulo de apertura. Si asumimos que la distancia entre
vértices vecinos es aproximadamente constante, esto quiere decir que esta interfaz
aproximara un arco de circunferencia®. En particular, una célula aislada en equilibrio
(considerando al exterior como una célula de presién P, es decir 1 al normalizar)
aproximara una circunferencia.

Observamos que otras definiciones de las fuerzas producirian el mismo resultado siempre
y cuando dependieran solo de cantidades propias de las células de la interfaz. Por lo
tanto, ninguin modelo de este estilo (incluyendo trivialmente los VM) puede reproducir una
morfologia compuesta por mas que arcos de circunferencia, como es el caso de la
morfologia pseudoestratificada.

Y Y Y

ANNNA

Figura 37: Estudio de la situacion de equilibrio de la ecuacion 5, representando una
monocapa infinita compuesta por células idénticas. (Izquierda) Diagrama de una solucion.
(Derecha) Diagrama del borde apical de una célula, formado por C' (en este caso 5)
vértices 2-fold caracterizados por un angulo w y 2 vértices 3-fold caracterizados por el
angulo 6. Todos los vértices estan separados de sus vecinos por una distancia l.

24 A primera vista uno podria pensar que también se cumpliria la ecuacion si dos vértices vecinos tuviesen
angulos menores apuntando en diferentes sentidos, pero esto se resuelve recordando que el angulo
menor es el que da al interior de la célula con mayor presion (menor area), que en este caso es igual
para todos los vértices de la interfaz.

79



Estudiemos un tipo de equilibrio particular: el de una monocapa infinita formada por
células idénticas. Tanto del lado apical como basal planteamos el medio externo como
una célula de presién normalizada 1, y asignamos a cada célula una tensién propia de
dicha interfaz, que anotamos con el subindice ii. Esperamos que una monocapa de estas
caracteristicas esté compuesta por células columnares (dependiendo de la densidad local
de células) con bordes rectos entre ellas y con una especie de “bdéveda” apical y otra igual
basal. Esta simetria parece garantizar la existencia de este equilibrio, y nuestro analisis
permitira determinarlo. Verdaderamente, son los resultados de muchas simulaciones los
que motivan esta solucion.

Primero caracterizaremos estas “bovedas”/“tapas”. Ya sabemos que estan descritas por
un angulo w (por ser interfaz de 2-folds), al que se agrega un angulo ¢ que determina sus
puntos de apoyo (los vértices 3-fold). Asumiremos que hay C' vértices 2-fold en cada una,
y que todos los veértices estan separados por una distancia [ aproximadamente constante
(Figura 37). Todas las células tienen area A y perimetro apical (basal) L = (C' + 1)L.

Nuestra primera ecuacion que caracteriza el estado de equilibrio es la ecuacion 7 ya
mencionada que, definiendo T" =T}, y a = T;; /T, se convierte en

(1) LRk
ol = (A 1) > T, tan(w) (Ec. 8)

Podemos realizar un analisis similar en los puntos 3-fold: La suma de las tensiones
apicales (73;) y laterales (7;;) debe ser igual a la suma de las normales N;; (/V;; = 0 con
1 # j por simetria), con lo que

1

. L PyLo\
(2sin(0)aT-T) + <2603(9) <Z 1> 2T, ) =0 (Ec.9)
donde, sustituyendo con la ec. 7 obtenemos
. o
2aTsin(0) — T + 2cos(0) fan(@) 0 (Ec. 10)
0, despejando «
tan(w) (Ec. 11)

- 2(cos(0) + tan(w)sin(0))

con « siendo un parametro de nuestras simulaciones, de donde pueden determinarse los
angulos en el equilibrio. Esta segunda ecuacion permite también determinar la relaciéon «
entre las tensiones de manera “experimental”’, midiendo los angulos en un resultado de
simulacién que se parezca a esta solucion. Si a = 1, tenemos

tan(w) = 2cos(0)

1 —2sin(0) (Ee.12)
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Figura 38: Division de la parte apical de una célula en
la situacion de equilibrio en C + 1 triangulos. Los
angulos «;, B; y i del i-ésimo triangulo se definen
como en la figura.

Otra identidad sencilla de deducir es la siguiente (Figura 38): si se divide la tapaen C' + 1
triangulos centrados gn un punto sobre la base de la misma, vemos que la suma de los
+1

angulos internos es » " 4; =, que f; + i1 = 2w Y que los angulos internos de cada
=1

triangulo deben sumar 7, conloque > "y +20+ Y o+ Y _ B = (C+ 1),

Uniendo estas ecuaciones se encuentra otra expresién que relaciona los angulos entre si
20 = C(m — 2w) (Ec. 13)

Un primer corolario de esta ecuacion es que si C tiende a infinito, w debe tender a 7/2
para que 6 tenga un valor finito. En ese caso la primera ecuacion (ec. 8) deja de tener
sentido, y la segunda (ec. 12) implica que, en el limite, 6 tiende a 7/6. Ademas, al
pertenecer C' a los numeros naturales, impone limitaciones estrictas a los valores que
pueden tomar (aproximadamente) 6 y w. De las ecuaciones 12 y 13 se obtiene

C= 20 eN (Ec. 14)

_ 2cos(0)
™ — 2tan~! (1—23in(9)>

El grafico de la funcion C(6) (Figura 39) nos muestra claramente que en el rango 6 € [0, ],
todo C' > 1 tiene solamente 2 preimagenes (C' =1 tiene 3), correspondientes con las
distintas “ramas” de la funcion. Una rama tiene una asintota en 7/6 y la otra en 57/6.
Como C =1 se corresponde a 7/2 en la rama central, observamos que todo C > 1 se
corresponde a un 6 > /2 en dicha rama, lo cual contradice nuestra definicion. Por lo
tanto, solo la rama en que 6 € (0, 7/6) nos interesa, con lo que, gracias a la ecuacion 12,
existe una biyeccion entre 6§ y w, que ya no pueden variar continuamente, si no que se
ajustan a un conjunto numerable: las preimagenes de N en la ecuacién 14. Volviendo a la
ec. 12 vemos que w debe estar entonces entre tan™!(2) ~ 7/2.84 y /2.
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Figura 39: Grafico de la funcién mostrada en la ecuacion 14 en el rango
[0, 7], relacionando 6 con C'. Las lineas verticales marcan las asintotas (
6 = 7/6 y5m/6) y las horizontales los valores posibles en N. Los puntos
marcan las posibles preimagenes de C' € N.

Figura 40: Diagrama ilustrando la definicion
de los angulos &;.

Para caracterizar mas la geometria de la tapa, podemos derivar alguna relacion
geométrica entre los angulos 0y w y el largo [ de las aristas. El angulo &; que cada una de
estas aristas forma con la horizontal (Figura 40) puede expresarse con la relacion

2“5 ”) (Ec. 15)

51‘:9+(i—1)(2w—ﬂ)Z(Q(i—l)—C)(w—w/Q):9(1—

donde:=1,2,...,C +1, & =60,y las igualdades se lograron usando la ec. 13. Notar que
puede calcularse la posicion de un vértice sumandole el vector [ [cos(&;), sin(&;)] al vértice
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inmediatamente a su izquierda. Sumando las contribuciones en el eje vertical de cada
arista volvemos a la altura original, mientras que la suma de contribuciones horizontales
nos da el ancho b de la célula. Estos angulos caracterizan entonces las ecuaciones

C+1
Z sin(&;) =0
i=1

C+1

Z cos(&;) = b/l

=1

(Ec. 16)

Observamos que b es una medida de la densidad celular, pues determina el numero de
células contenidas en un segmento de largo unidad, mientras que [ es en la practica un
parametro propio de la simulacion, que restringimos a un rango apropiado para nuestro
nivel de detalle deseado. Este analisis muestra que es relevante definir [ relativo a b para
poder determinar ciertas caracteristicas de nuestro modelo. Aunque obtener una férmula
para [/b sea complicado, el calculo numérico nos permite obtener una grafica de esta
funcién (Figura 41), revelando wuna funcion escalonada que localmente es
aproximadamente constante. Cotejando con los datos hasta C' = 24, se cumple que, para
los promedios

1
b

1

N~ (Ec. 17)
o C+1

y que para todo C < 22 (bastante por encima de lo que solemos incluir en las
simulaciones), se cumple ademas que
1

b

1 >Z
C+17 b

(Ec. 18)

>
C

C+1

con lo que (C + 1)~ aproxima [ /b adecuadamente por debajo.
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C b |16 |(C+D)°

0 |0253 |1 1

1 10,3434 |0,5164 0,5 C=0

2 |0,3890 |0,3468 [0,333... | |

3 04164 |0,2593 [0,25 .

4 |0,4345 |0,2077 |0,2 o

5 [04474 |0,1734|0,166... | | C=1

6 04570 |0,1487 0,142... | ;=2C_3

7 |0,4645 |0,1302 |0,125 //c=4

8 |04705 [0,1158 [0,111... | «f

9 [04754 [0,1043 |0,1 | - “ H||||L |
10 |0,4795 |0,0958 |0,090... C e e

Figura 41: Relacion entre 1 /b y 0, calculada numéricamente a partir de la ecuacion 16. Se
ve que la relacion es escalonada y aproximadamente localmente constante, pudiendo ser
aproximada por la relacion 1/b ~ (C 4+ 1)"%. 0,,.. s el maximo valor de 6 correspondiente
a un cierto valor de C.

7 >l

Figura 42: Diagrama ilustrando las contribuciones
horizontales Ax; y verticales Ay; de cada arista en la
tapa apical. Notese que Ila suma de Ilas
contribuciones horizontales debe ser b, y la de las
verticales (tomada con signo) debe ser O.

Conocer los angulos & nos permite obtener una formula para el area total de la célula,
sabiendo que es de la forma A = bh + 2A4,,, siendo h el largo de las interfaces laterales y
A, el area de cada tapa apical/basal. Una férmula para A,, se puede derivar
considerando las contribuciones horizontales y verticales correspondientes a cada arista
(Figura 42). Sea A; el area que esta entre el eje = y el segmento de recta que une el
vértice i y el 7 + 1, asi como su area simétrica del otro lado de la tapa. A; esta compuesto
por 2 triangulos de base Ax; y altura Ay;, y 2 rectangulos de base Ax; y altura Z;;llijZS,

es decir

25 Asumiendo la suma sin sentido 29:1 como 0, por ejemplo.
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Ai = Azi(Ay; + 2572 Ay;) (Ec. 19)

Si C' es impar, esto es suficiente para calcular el area. Si C' es par, falta un rectangulo

1
central sin complemento simétrico. Siendo N = LCTJFJ = (C/2 (donde |x| denota la

funcién floor, es decir el entero inmediatamente menor a x), tenemos
N N+1
Ani1 =Dz B) Ay = Aoy 57 T Ay; (Ec. 20)
usando que en este caso Ayy; = 0. Tenemos entonces®

N i—1 N+1
A = Az [ Ay +2)  Ay; | +moda(C + 1)Azyi Y Ay; (Ec. 21)
i=1 j=1 j=1
0, usando los &; antes definidos
N

i—1
Aap _ Z 2co0s(&;) lein(ﬁj) + %sin(%i) (Ec. 22)
j=

12
=1

N
+moda(C' + 1)cos(En) Z sin(&;)

j=1
También puede obtenerse una férmula para el area (total) usando la ec. 8, obteniéndose
Ltan(w)

I%:ZOO T + Ltan(w)

= (Ec. 23)

en el que o1,/ PyLy se comporta como un solo parametro. Asumiendo 7' = 1 (es decir, que
la tension sin normalizar es igual a Tj), puede verse esta relacion numéricamente para
distintos valores del mismo, calculando L = (C + 1)I, w en funcion de 6 (ec. 12, asumiendo

a=1), 1 a partir de laec. 16 y C = {AZJ (Figura 43; observamos que la funcién
™ — 2aW

presenta discontinuidades, seguramente por la funcién floor involucrada en el calculo).
Quizas sea posible ajustar esta curva aparente a una formula mas facil de aplicar, lo cual
ayudaria a aproximar la expresion de la ec. 22.

26 Notar que el Ultimo término aparece siy solo si C' + 1 es impar, o sea, si C' es par.
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Figura 43: Relacion entre A, el valor del area celular total en equilibrio y 0, el angulo con la
horizontal de la base de la interfaz apical/basal, calculada numéricamente para distintos
valores del parémetro oT,/PyL¢ (indicados en el cuadro). (Derecha) Vista en mayor
detalle de una region del grafico, donde se aprecia la discontinuidad de la funcion.

Con estas ecuaciones y unas pocas consideraciones mas, ya podemos determinar el
estado de equilibrio. Primero, elijamos un valor de b, es decir, una cierta densidad celular,
y C, el numero de puntos (de “resolucion espacial’) en el lado apical. De C' puede
determinarse el valor de 6, pues su relacién es biyectiva (segun el analisis de la ec. 14, en
la practica se trata de una aproximacion numérica). Conociendo 6 podemos despejar w
(ec. 11y 12), y asi los &; y el valor de [, conociendo b (Ec. 16). De ahi pueden calcularse
Aq (Ec. 22) y A (Ec. 23) y despejar h sabiendo que A-A,, = bh, lo que determina
totalmente el estado de equilibrio.

Por supuesto, en la practica estas determinaciones seran aproximadas y, en efecto, al
simular se determina un rango para [ en vez de elegir un valor exacto para C. Sin
embargo, el uso de este analisis permite restringir los valores de [ a un rango reducido de
C posibles (usando los datos en la Figura 41 o la ec. 17), lo cual en la practica facilita la
obtencion de resultados consistentes.

Noétese que la eleccion de b es totalmente arbitraria, con lo que existe un estado de
equilibrio para cualquier densidad celular que uno elija. Esto no quita que en la
practica pueden ocurrir dificultades (al igual que con la eleccion de [) en la integracion
numeérica. Por haber utilizado el método de Euler, las simulaciones del presente trabajo no
pueden explorar todas las posibilidades planteadas por este analisis, pero en principio uno
no esperaria extrusiones espontaneas para ningun valor de b ni [ en este modelo.

ILii: Contrastacion entre predicciones tedricas y un experimento in
silico

Como comprobacién del analisis (o viceversa, de la programacion), vale la pena comparar
los valores esperados con aquellos medidos en los resultados de un experimento in silico
(Figura 44). Para la simulacion se inici6 con un sistema compuesto por 20 células
rectangulares en una condicion de borde periodico de periodo 10. Por lo tanto, esperamos

que tengan un ancho b=10/20=0.5. Se tomaron como parametros a=1, vy
Lo =10-Ty/Py
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Lo =10-Ty/Py. Al implementar estas simulaciones es conveniente ser flexibles con el
valor de [, por lo que se determiné que pudiera estar entre b/4 y b/8%, lo cual se
corresponde aproximadamente a un rango de C' entre 3y 7 (Ec. 17), dando por tanto un
valor medio de C' = 5, valor que se observé en todas las células de la simulacién. Usamos
por lo tanto ese numero para nuestras predicciones tedricas. En general, las predicciones
(calculadas segun la secuencia antes descrita, a partir de b y C') estan de acuerdo con las
medidas obtenidas de este experimento (Tabla 4). La cercania entre las predicciones y las
mediciones nos lleva a creer que nuestros resultados computacionales reflejan fielmente
las propiedades matematicas del modelo, dando validez a los resultados in silico
presentados en este trabajo.

Situacion Inicial

Figura 44: Experimento in silico del modelo de la Ec. 5.
Partiendo de una monocapa formada por células
rectangulares se obtiene un sistema estable en el tiempo
con las caracteristicas descritas en el analisis.

27 Esto conlleva, por supuesto, un mayor rango de error esperable con respecto a las predicciones, tanto
en el calculo de [ como en todos los otros que lo involucren (en este caso A, y h).
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Tabla 4: Comparacion entre las predicciones teodricas del equilibrio, segun el texto, y las
mediciones obtenidas en un experimento in silico con 20 células. Los valores promedio y
de desvio estandar de b, C, A,, A, h y L se calcularon sobre las 20 células del tejido,
mientras que los de 0, w y | se calcularon sobre los vértices y aristas apropiados.

Valor tedrico | Valor promedio |Desvio Estandar

b 105 0.5 1.9162e-15
¢ |5 5 0

0 10.4345178 0.4345178 3.7280e-15
“ 11.4838927 1.4838928 2.0479e-15
I 10.0871230 0,0840762 8.1603e-03
Aab|0.0218849 0.0229281 7.2507e-16
A 10.9678710 0.9678710 4.1975e-15
h11.8919721 1.8440296 3.0343e-15
L 10.5227379 0.5249075 3.8434e-15
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lll: Detalles de la implementacion computacional del modelo

liLi: Estructura general de la implementacion

En nuestra implementacion, el estado de un sistema con V vértices y N¢ células en un
momento dado esta compuesto por varios elementos, que por lo general almacenamos al
final de una simulacion para preservar sus datos y poder representarlos graficamente.

(1) Un arreglo de celdas (cell array, esencialmente una lista) de N elementos, que en
cada entrada contiene un vector que define a la célula correspondiente, llamado
“cells”. Si la célula ¢ estd compuesta los N vértices ¢y, cs, ..., cy formando una
curva simple en ese orden, entonces

cells{c} = [c_1,c 2,...,c_N,c_ 1] (Ec. 24)

(2) Una matriz “vertices” de tamafio V x 2 cuya a-ésima fila se corresponde a 7, €l
vector posicion del vértice «, permitiendo obtener la posicion de un vector segun su
numero en la lista, y viceversa.

(3) Una matriz nuclei de tamafio N x 5 que contiene toda la informacion referida a
las variables nucleares. Cada fila se corresponde a un nucleo, correspondiéndole a
la c-ésima célula

nuclei(c,:) = [x_c,y_c,a_c,b_c,theta_c] (Ec. 25)

siendo [x_c,y_c] =17n,, €l vector posicion del nucleo c-ésimo, a_c y b_c el largo
del eje mayor y menor de la elipse del nucleo, respectivamente, y theta _c el
angulo #.del nucleo respecto a los ejes cartesianos .

(4) Un vector bidimensional lambda X\ = [X;,\,] que determina las condiciones
periddicas de borde de la simulacién. En todas las simulaciones aqui presentadas
Az = 10y A\, = 0 (equivalente a quitar las condiciones de borde en ese eje).

(5) Dos vectores, apical y basal, que contienen una lista de aquellos vértices
pertenecientes al lado apical y basal, respectivamente. Aun en casos en los que no
se aplique la fuerza compensatoria [; esta lista es importante pues permite definir
correctamente los perimetros apicales y basales a la hora de calcular el largo de
las interfaces para obtener las fuerzas normales.

(6) Ocasionalmente se agrega también una matriz original_pos de tamano C x 2
que representa las posiciones o; a las que tendera a llevar a los nucleos la fuerza
restauradora G,.

Para realizar una simulacion se inicializan los parametros del sistema, se determina el
estado inicial del sistema (definido manualmente o partir de un archivo) y se ejecuta el
script EulerFoam_L.m, que se encarga de llamar a los scripts apropiados para agregar o
combinar vértices (finer_mesh.m y coarser_mesh.m) o chequear la estabilidad de los
vértices cuadruples (T1_mesh.m) y de realizar la integracion numérica (por el método de
Euler, de ahi el nombre del script), calculando las fuerzas necesarias paso a paso, y
realizando respaldos del sistema cada un tiempo determinado. El producto final de este
proceso es un conjunto de arreglos de celdas con nombres referentes a las variables (p.
ej.. cells_in_time, vertices_in_time, etc.) tal que la entrada t se corresponda con el
estado de esa variable en el t-ésimo paso de integracion. Estas variables contienen
entonces toda la trayectoria del sistema en el tiempo, y pueden ser graficadas (como en
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las distintas figuras de este trabajo) utilizando un pequefio script c_plot.m que ofrece
varias opciones de visualizacion.
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liLii: Calculo de la normal saliente en general

Como muchos otros modelos que representan los bordes celulares mediante curvas
poligonales e incluyen ecuaciones de fuerza, nuestro modelo incluye fuerzas que apuntan
en direccion normal al borde celular. Calcular las fuerzas en un punto de la membrana (en
nuestro caso, en los vértices de la curva poligonal) requiere entonces determinar
explicitamente un vector normal “saliente” con respecto al interior de una célula dada.
Esto puede parecer sencillo conceptualmente, pero en algunas situaciones lleva a
dificultades importantes a la hora de realizar la implementacién computacional del modelo.

Primero que nada, en general es facil determinar las direcciones tangentes en un vértice.
Si nos interesa el vértice v,, la tangente que lo une con un vecino vz se obtiene
inmediatamente de la forma

Fog = 2l (Ec. 26)
||Ub’ — Vol

La direccion normal asociada es facil de determinar porque forma un angulo recto con la
tangente, por lo que si t,3 = (t1,t2), hay dos opciones para la normal

ﬁaﬁ = :t(tg, —tl) (EC 27)

Pero ;como determinar ese signo? Si la célula es convexa, la solucion obvia (y de poco
costo computacional) es calcular el centro geométrico ¢ de la célula promediando la
posicion de los vértices que determinan su borde y, sabiendo que v, — ¢ apuntara desde
el centro hacia afuera (Figura 45a), simplemente definir la saliente con respecto a esa
célula como el sentido que coincida mas con v, — ¢. Es decir,

Map = 59 ((t2, —t1) - (Vo — 0)) (t2, —t1) (Ec. 28)
donde “” denota el producto escalar y sg() el signo.

Esta definicion global no funciona en un par de situaciones: Si la célula no es convexa o si
las células no son continuas. La primera situacibn es probable (aunque no
necesariamente problematica) en nuestro modelo, porque cada interfaz curva entre dos
células significa que una de ellas no es convexa (Figura 45b), mientras que la segunda es
particularmente relevante para nuestras simulaciones, pues utilizamos condiciones
periodicas de borde, y simplemente calcular el promedio de las posiciones de los vértices
que definen una célula puede tener resultados absurdos(Figura 45c).

Para esta ultima situacion se plantean dos posibilidades. Una consiste en encontrar, para
cada vértice, un equivalente (una imagen) de cada vértice de su célula tal que formen una
poligonal conexa, y de ahi realizar el mismo calculo que antes. Este método conlleva una
cantidad enorme de célculo para las células del borde y es extremadamente redundante
en general. Otra opcion mas sencilla consiste en calcular la imagen del centro solo para
un vértice en particular y de ahi encontrar para cada vértice la imagen correspondiente de
ese centro geométrico, en vez de una imagen de la célula entera.

Ambos métodos son esencialmente calculos globales que seguramente puedan
efectivamente ser usados sin mayores dificultades. Sin embargo, es interesante
plantearse un problema matematico mas general que resuelve ambos problemas: ;Puede
obtenerse la normal mediante algun célculo local que permita ignorar cualquier suposicion
sobre la forma de la curva poligonal? Esta pregunta motiva el siguiente método.
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Figura 45: Determinacion global de la normal saliente. (a) Diagrama mostrando un vértice
U, (circulo rojo) entre dos células, una de las cuales es convexa. Se marcan los centros
geométricos aproximados de las células, asi como el vector v, — o para cada célula
(vector punteado). (b) A mayor aumento se aprecian las direcciones normales, asi como
las posibles elecciones de normal saliente. Es claro que v, — 0; es siempre saliente,
como se ve en este caso, por lo que elegiriamos la normal saliente como la que se le
asemeja en sentido. No puede afirmarse lo mismo en el caso de j, pues no es convexa.
(c) Al haber condiciones periddicas de borde, puede ocurrir que el centro geométrico,
calculado simplemente como el promedio de las posiciones asignadas a cada veértice de
la célula, no tenga sentido a la hora de determinar las normales salientes.

Aclaremos primero que la respuesta es negativa en el caso de un vértice 2-fold. Si el
mismo esta alineado con sus dos vecinos, la situacion (relevante para nuestras
simulaciones) es totalmente simétrica y es claro que cualquier determinacion de una
normal saliente seria igual de valida en sentido contrario. Nuestro método involucrara
determinar las normales en los puntos 3-fold?® (o de mayor multiplicidad, llegado al caso)
y, usando la constancia de la normal a lo largo de cada arista, propagar el sentido saliente
al resto de los vértices.

El problema se reduce entonces a la determinacién de las normales salientes en los
vértices 3-fold. En nuestra implementacion, cada célula esta definida por la lista de
vértices que la delimitan, por lo que es facil determinar la interfaz a la que pertenece cada
arista saliente de un vértice v, particular: si éste pertenece a las células ¢, 7, k, ..., entonces
su vecino vz debe pertenecer, entre otras (y sin pérdida de generalidad) a i y j. Por lo
tanto podemos asignarle a cada tangente no solo los veértices que une (tAag), si no también
la interfaz a la que pertenece (t:-j). v, tiene asignados entonces un conjunto de tangentes
{tAij,Aik,Ajk,. } con sus respectivas interfaces. Supongamos que este mismo conjunto
esta ordenado segun su angulo con respecto a un eje (p. €j.: en coordinadas polares, con
angulos entre 0 y 27 0 entre —7 y =), obteniendo {tl,tg,tg,. } tal que t esté en sentido
antihorario con respecto a ¢; si j > i (Figura 46a).

Tomemos t; y t,. Ambos pertenecen a la interfaz de una misma célula A y cada uno a otra
célula®. Podemos llamar B al resto del plano que no es A, que incluye a estas otras

28 Si no hay puntos 3-fold entonces otra método es necesario. El caso de células aisladas entre si es una
de las pocas situaciones en que esto seria relevante.

29 Por ser 3-fold, es facil ver que salvo situaciones con poco sentido bioldégico, no pueden ambas
pertenecer a las mismas 2 células. La Unica excepcion es que ambos estén en la interfaz entre A y el
espacio extracelular. Esto no tiene por qué ser un problema si se sabe distinguir este espacio de una
célula normal. Por ejemplo, en nuestra implementacion las interfaces de este estilo se caracterizan por
ser “entre Ay A”, por lo que no hay ambigliedad en cuanto a la identidad de A.
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células (Figura 46b). Nos interesa determinar qué normales 7; y n, son salientes de A.
Esto debe quedar registrado de algiin modo, en nuestro caso asumimos que si t; = ?Aj, ny
sera saliente con respecto a A. Si cambia el orden de los subindices, basta cambiar el
sentido de la normal. Si los subindices son iguales (es decir, si se trata de una interfaz con
el medio externo, con lo que A no representa a ninguna célula), buscamos las normales
entrantes, que seran salientes para las células involucradas.

C d

Figura 46: Diagramas ilustrando el método para encontrar normales salientes. (a) Ceélulas
1, j y k y tangentes t,m _tl, tkj _t2 y tjZ _t3 K numeradas en sentido horario. (b)
Definimos A como la célula que yace entre t y to. El angulo interno que forman estos
vectores puede obtenerse restando 6, (negativo en este caso) a 0,. (c) El valor del angulo
interno con respecto a m determina si la suma de las tangentes sera saliente o entrante.
(d) Determinadas ambas normales salientes respecto a A (ny; y ny;), €s claro que si una
equivale a una rotacion positiva de la tangente correspondiente, la otfra debe equivaler a
una rotacion negativa.

Para determinar las normales salientes hacemos la siguiente afirmacion: que la suma de
las tangentes #; +t, sera entrante si las tangentes forman un angulo interno
(respecto a A) menor a 7, y saliente si forman uno mayor a = (Figura 46c). Si el angulo
es exactamente 7, observamos que, como 7, esta en sentido antihorario respecto a tl, la
normal saliente debe ser antihoraria con respecto a %, (de lo contrario estaria “entre #; y %5
, €s decir, apuntando hacia A). Calcular el angulo interno es facil: Contando el angulo en
sentido anti-horario (como es usual), basta restarle el angulo de %, al de #; pues sabemos
que #, estd en sentido antihorario respecto a #;. Tenemos entonces un vector que
sabemos es saliente (o entrante) con respecto a A, y que podemos comparar con
nuestras posibles normales, de la misma manera que comparamos con v, — o en el
otro método.

Aunque pueda parecer que hay 4 elecciones para las normales (2 sentidos para cada
una) en realidad es facil ver que si n; es una rotacion de angulo 7r/2 de t1 en un sentido,
n5 debe ser una rotacion de t, en el sentido contrario, ya que 1+ 1y apuntara en una
direccion intermedia entre ambos (Figura 46d). Por lo tanto, determinar el sentido de
ambas normales es equivalente a determinar el de una sola, o de la suma de ambas
(asumiendo lo antes dicho). Si t; = [t},12] y 1, = [t},t2], y sus angulos son 6, y 6.,
podemos escribir

i = sg(m — (02 — 01))sg([t7 — 63,15 — t1] - (01 + £2))[—47, 11] (Ec. 29)
My = sg(m — (62 — 01))sg([t] — 13,15 — t1] - (f1 + 2))[t3, —13]

0, usando solo una de las normales, y observando que (t2, —t}) -1, = 0
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1 = sg(m — 02 + 01)sg([t, —1] fﬁ["ﬁiﬂ (Ec. 30)
My = sg(m — 0y + 01)sg([t7, —t1] - 2)[15, 5]

De ahi el procedimiento es facil: para obtener los siguientes ny en el mismo vértice,
rotamos 7y en el sentido opuesto a la rotacién que hicimos para obtener 75, a partir de
tn_1, teniendo cuidado de tomar en cuenta la notacion que uno esté utilizando. Podria ser
que ny_1 = nji Pero ny = n;, en cuyo caso este método produciria una normal entrante
respecto a k. Basta cambiar el sentido si es esa la situacion.

Una vez determinadas todas las normales salientes en este vértice, podemos propagar el
resultado a los vértices 2-fold vecinos. Aunque las tangentes pertenecientes a una misma
arista son opuestas, es claro que la normal saliente ha de ser la misma, con lo que se
determina uno de los sentidos salientes en el vértice vecino. Pero como ya hemos dicho,
en un mismo vértice una saliente determina la otra, pues deben ser rotaciones por 7/2 de
los vectores tangentes en sentidos opuestos. Siguiendo este procedimiento, quedan
determinadas las normales salientes para todos los vértices a partir de calculos locales
realizados en vértices con multiplicidad > 3.

Nota practica: Ciertas caracteristicas del método estan inspiradas en nuestra
implementacion particular del modelo. En ella cada vértice « tiene asignado una matriz
(su “base local”) que contiene informacién sobre las aristas que lo unen con sus vecinos.
Cada fila contiene informacién sobre una arista, ordenadas en sentido antihorario como
descrito. Especificamente, si N = tAZ»J», la N-ésima fila tiene largo 7 y forma

[i,4,tn. in, B (Ec. 31)

donde $y es el identificador del N-ésimo vecino de nuestro vértice, es decir, para el que
se cumple que ty es colineal con @, — v,

Por estar asi anotado, ny esta siempre definido como saliente respecto a i y esta bien
identificada como tal. Esta forma permite obtener directamente los vectores de la base
pero ocupa memoria innecesaria: por ser versores, podrian remplazarse las tangentes y
normales por su angulo correspondiente, reduciendo cada fila a 5 entradas. En este caso
habria que luego realizar el célculo necesario cada vez que se quiera usar el vector,
reduciendo memoria pero aumentando el numero de calculos potencialmente requeridos.
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llLiii: Calculo de la fuerza nuclear

Figura 47: Definicion de la fuerza repulsora F,; Cuando el nucleo de la célula i
sobrepasa la arista entre los vértices « y 3, se define una pequefia fuerza para cada
punto a una distancia intermedia x, que al integrarse determina la fuerza neta F,g;
aplicada en el centro de la arista y el momento de torque M,p;. Estos pueden ser
representados de manera equivalente (tratando a la arista como un soélido) mediante
fuerzas F,; y F3; aplicadas en los vértices o y 3 respectivamente.

Recordamos que las fuerzas repulsoras se producen cuando un nucleo sobrepasa los
limites de su célula, es decir, cuando puede trazarse un vector desde ﬁN,i hasta el borde
del nucleo, pasando por alguna de las aristas que definen la célula i. De ser ese el caso,
puede calcularse la fuerza repulsiva ejercida en el centro de la arista con extremos a y
como

Fopi = Ky, /OLW (ﬁg(g;) . éi(x)) o (Hég(x)H . Héi(@H) dz (Ec. 32)

siendo K,, = Ex/Ly el coeficiente elastico nuclear (En: rigidez nuclear), L3 es la longitud
de la arista af3, ﬁ?(a:) es el vector que une el centro del nucleo i con un punto del borde
nuclear pasando por el punto de la arista o5 caracterizado por la distancia x € [0, L,3] ¥
ﬁi(x) es el vector que une el centro del nucleo 7 con dicho punto. © representa la funcion
de Heaviside (es decir, O(x) =1 si x > 0, ©(x) = 0 si no), que figura para que la ec. 32
integre solamente las fuerzas repulsivas (salientes).

El calculo de estas fuerzas en una arista requiere entonces determinar los vectores R(x)
y ﬁ,i(:r), realizar la integral y finalmente distribuir la fuerza resultante entre los extremo a y
B. Para lo primero debemos encontrar la ecuacion que define el borde del nucleo. Para
una elipse de centro en el origen, y radios mayor a y menor b alineados con los ejes
cartesianos z y y respectivamente , esta es

33.2 y2
o + 2= 1 (Ec. 33)
Si el nucleo posee un angulo de rotacion 6;, debemos realizar un cambio de coordenadas,
obteniendo
(ac - cos(6;) l— Y- Sin(9¢)>2 N (:C - sin(6;) ; Y- cos(H,L-)>2 _ (Ec. 34)
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Observamos que RY(x)y R;(z) estan alineados y parten del centro nuclear (que tomamos
como origen), por LO que podemos escribir R?(z) = pR; (con > 1) y de ahi, debe
cumplirse que para R;(z) = [z, y]:

(x - cos(6;) _CL_ y - Sm(ei)y N (:15 - sin(6;) ;y : cos(@i)>2 _ % <1 (Ec. 35)

Por lo tanto, dados dos extremos de una arista a y 3, y determinado un punto entre ellos a
una distancia x € (0, L,3) de «, el vector R;(z) que une este punto con el centro del i-
ésimo nucleo nos da la direccion de la fuerza en este punto, siendo su magnitud p — 1
veces su largo, es decir

(@) - @) © (| B -

s — Ua

Bi@)||) = (=10 (-1 Fi(x)  (Ec.36)

donde R;(z) = z + R;(0) (B;(0) une el centro nuclear con ,,) y x se despeja de la

|UB _77a|

ec. 35 usando RE;(z)y 6;.

En teoria seria bueno realizar el calculo explicito de la integral, pero en la practica
aproximamos la fuerza y torque neto con una integracidn numérica en 20 puntos
equidistantes para cada arista en la que el nucleo sobrepase alguno de los vértices que la
definen. Por supuesto, existe la posibilidad de que el nucleo sobrepase la arista sin
sobrepasar los vértices de sus extremos pero, asumiendo aristas cortas, este efecto es
despreciable.

Una vez calculadas Fi3, Yy Mg, podemos redistribuirlas a fuerzas F,; y Fjs; en los
extremos de la arista, asumiendo que la misma se comporta como una barra rigida. Esta
equivalencia esta dada por
Fai +ﬁ5i = _'aﬁi Ec. 37
- - C.
Lag = —Lag = Log - - ( )
—— X Fgi + X Foi = —— X (Fﬁz’—Fai> = Mg
2 2 2
Si ¢« Y ¢ son los angulos que forman F,; y Fjp,; respecto a la tangente ?ag en sentido

antihorario, puede reescribirse esto como

—

ﬁai + ﬁm = ﬁam
Lo (Ec. 38)

T (Fﬁi : Sin(qsﬁ) —Fy - Szn((boz)) = Maﬁi

dejando una ambigledad en cuanto a la eleccién de direcciones. Los autores originales
del modelo (Kim et al., 2022) asumen que estas fuerzas son perpendiculares a la arista,
pero nosotros optamos por otra suposicidn mas débil: al ser corta la arista comparada con
el tamano del nucleo, podemos pensar que todas las fuerzas repulsivas puntuales seran
aproximadamente paralelas, y podemos distribuir la fuerza total en dos fuerzas con el
mismo angulo ¢,z que ﬁagi, con magnitudes

Faﬁi ]\/[aﬁi
Fai = - -

Fa % ]V[a A
Py = fo8 8

2 Lag . sin(gbag)
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llLiv: Simulacién de las transiciones de tipo 1 (T1)

>

Figura 48: Definicion grafica de una transicion de tipo 1 o T1. En una transiciéon de este
tipo un conjunto de células realizan un intercambio de vecinos, que puede entenderse
como dos vértices 3-fold cercanos uniéndose en un vértice 4-fold que puede volver a
separarse en 2 vértices 3-fold. En nuestro modelo, la extrusion celular esta mediada por
T1's.

Durante las simulaciones, cuando dos vértices estan demasiado cerca (a menos de una
distancia dL determinada a priori), se los unifica en un mismo vértice, con lo que es
posible tener vértices 4-fold, que en general se consideran inestables y pueden dar lugar
a una llamada “transicién de tipo 1” o simplemente “T1” (Figura 48), en las que ocurre un
“‘intercambio de vecinos” (neighbour exchange). Debido a que la extrusion celular en
nuestro modelo requiere transiciones T1, vale la pena discutir qué ocurre cuando se
detecta un vértice 4-fold.

Para intentar disminuir las arbitrariedades adoptamos el método utilizado por Duclut et al.
(2021): En cada paso de integracion, cuando se detecta un vértice 4-fold*, se proponen
dos maneras de partir este vértice, generando dos topologias posibles de la red. Si en una
de estas opciones las fuerzas separarian los nuevos vértices, el vértice 4-fold es
inestable. Si el vértice es inestable para ambas topologias, se elige la que maximiza la
distancia de los nuevos vértices en el préximo paso de integracion como la mas favorable
energéticamente. Si los nuevos vértices tienden a juntarse (o permanecer en su posicion)
en ambas topologias, el vértice 4-fold es estable y se mantiene.

En nuestra implementacion los nuevos vértices se determinan promediando la direccion
de las 4 aristas dos a dos, a una distancia un poco mayor a d£ entre si, y con igual
distancia respecto al 4-fold (Figura 49), con vecinos apropiadamente asignados. Se
calculan las nuevas fuerzas localmente en cada situacion y se determina la diferencia
entre esta distancia y la nueva distancia calculada para el proximo paso, eligiendo la
opcion que la maximiza (si ambas son negativas, nos quedamos con el 4-fold original).

30 Podria ser 5-fold, etc. EI método se puede seguir usando independientemente de la multiplicidad del
vértice, aunque no figura en nuestra implementacion.
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Figura 49: Método para elegir separaciones de vértices 4-fold en nuestra
implementacion. Promediando los angulos de las aristas incidentes dos a dos se
determinan 2 vértices a distancia > dL entre si y con igual distancia respecto al centro.
Una posibilidad se muestra en negro y otra en rojo (promedio de direcciones en linea
punteada, los puntos marcan los nuevos vértices).
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IV: Propuestas de nuevas medidas

IV.i: Relacion entre curvatura de la membrana y angulos medibles en el
modelo

Durante el andlisis tedrico del equilibrio del modelo simple (en el Anexo |) obtuvimos el
resultado que, en equilibrio, todos los vértices 2-fold de una misma interfaz adquieren el
mismo angulo 2w con respecto a sus vecinos. Una manera de interpretar esto es decir que
aproximan un arco de circunferencia, pero esto es solo cierto cuando la distancia entre
ellos es aproximadamente igual.

Recordemos que, para una curva suave en el plano, se cumple que la curvatura x se
relaciona con el “radio de curvatura” R (es decir, el radio del circulo que mejor aproxima
localmente la curva) mediante

(Ec. 40)

1
"R
Saber que una curva poligonal tiene todos sus angulos iguales no necesariamente refleja
k directamente porque no aporta informacion sobre el radio. Es facil imaginarse
situaciones en las que una curva que gira con siempre el mismo angulo no aproxima
necesariamente un arco de circunferencia. Por otro lado, la curvatura es una medida
geométrica que puede resultar utii en la practica. Para tratar de encontrar una
equivalencia podemos, en vez de pensar en “la circunferencia que mejor aproxima a la
curva”, pensar en el poligono regular que mejor la aproxima, y luego compararlo con la
correspondiente circunferencia exinscrita. A continuacién presentamos una medida que
desarrollamos utilizando ese razonamiento.

El angulo interno de un poligono regular de N lados es igual a 7(1 — 2/N). Si llamamos
2w; al angulo menor formado por un vértice 2-fold v; con respecto a sus vecinos, esto
significa que podemos aproximar un N; local mediante

2
Nimw — (Ec. 41)
™ — 2(,01‘
Recordemos que del analisis se desprende también que, en equilibrio, 2w; varia entre
2tan~1(2) y 7, lo cual implica N; > 7, aunque esto no tiene por qué cumplirse en general.

Un poligono inscrito en un circulo de radio R tiene lados de largo 2Rsin(w/N), O
2Rcos(m(1/2 — 1/N)). Esto quiere decir que el lado s del poligono puede aproximarse por

s & 2Rcos(w;) (Ec. 42)

Si las aristas que se unen en v; tienen un largo aproximadamente igual a [;, esto nos
permite definir una curvatura local externa «;* mediante el inverso del radio aproximado:

cw  2cos(w;)

Por otro lado, podemos también aproximar usando la circunferencia inscrita en vez de la
exinscrita, y asi definir una curvatura local interna «'". En ese caso, podemos decir que
una circunferencia inscrita en un poligono de N lados de largo s tiene r = s/2tan(27w/N), lo
que significaria

(Ec. 43)

re %tan(wi) (Ec. 44)
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y de ahi, tomando s ~ [;

- 2

= Ec. 45
" l; - tan(w;) ( )
Observamos que ambas medidas convergen para w; = 7/2, aunque por supuesto,
divergen para valores mas bajos de w;. Esta diferencia no es particularmente mala dentro
del rango entre tan~'(2) y m/2 que w; puede adoptar en equilibrio. En este rango
cos(x) < 0.45y sin(x) > 0.89 por lo puede acotarse la diferencia

. ; 1 .
in _ er _ 2cosl(wz) [1 B } _ OlO9

K

(Ec. 46)

sin(w;

que equivale a una diferencia de aproximadamente 1 si tomamos [; ~ 0.09, como en la
simulacién que contrastamos con nuestras predicciones tedricas en el Anexo |.

Por como esta implementado el modelo, efectivamente esperamos que las aristas a cada
lado de un vértice tengan largos similares. De lo contrario podria aproximarse (usando la
curvatura externa como ejemplo) promediando ya sea los largos de las aristas

2cos(w;)

°r Ec. 47
SRR (Fe.47)
o las curvaturas aparentes obtenidas de cada lado
.1 /2 i 2 i M+ 12

Seria interesante usar estas medidas para contrastar cuantitativamente los resultados
experimentales con los obtenidos gracias a modelos como el presentado en este trabajo.
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IV.ii: Un posible equivalente al concepto de “densidad celular” aplicable
a los epitelios pseudoestratificados

Como mencionamos en el texto, el concepto de densidad celular no es util como predictor
de la extrusion en un epitelio pseudoestratificado. Es decir, el nUmero de células que uno
cuenta por unidad de area del lado apical (0 en un corte tangencial, paralelo al borde
apical) resulta util como medida de “que tan apretadas estan las células” en muchos
epitelios, pero no tiene el mismo significado mecanico en nuestro tejido de interés. Si
pensamos que el principal impedimento mecanico (es decir, el elemento mas rigido) en
los epitelios pseudoestratificados es el nucleo, esperariamos que el area relativa ocupada
por nucleos en un corte tangencial del tejido (un tipo de densidad nuclear) sea una
medida mas mecanicamente significativa. En nuestro modelo, el sistema siempre
presenta un equilibrio con forma de monocapa columnarizada (sin limite de densidad
celular) cuando no hay nucleos, o cuando los mismos son pequefos relativo al ancho
celular (es decir, con baja densidad nuclear). Sin embargo, es complejo obtener una
solucion estable en forma de monocapa cuando hay nucleos y estos ocupan bastante
espacio en cada célula, reflejando la posible utilidad de esta medida.

El contenido de este ultimo anexo fue de los primeros en este trabajo en ser desarrollado.
Una de las primeras hipotesis que consideramos sobre el origen de la extrusion celular
era que las alteraciones mecanicas causadas por el tratamiento con PMA podrian estar
llevando a un aumento en la densidad nuclear, por ejemplo por la pérdida parcial de
columnarizacion. En ese caso, esperariamos que ocurra extrusion celular hasta que el
epitelio volviera a una densidad en la que pudiera estabilizarse. La densidad nuclear
representaria entonces la capacidad (maxima) del tejido de contener nucleos, y podria
actuar como una cantidad conservada del neuroepitelio. Tener una cantidad conservada
de este estilo permitiria caracterizar facilmente los epitelios estables de los inestables (en
los que esperamos extrusion celular). En la practica esto no resulto ser tan facil, tanto por
nuestra capacidad de obtener estos datos, como por el hecho de que, mas que un
numero, la densidad es una funcion de la “altura” a la que se realiza cada corte
tangencial. A pesar de las dificultades mencionadas, nos parece que esta medida puede
resultar util para estudiar epitelios pseudoestratificados desde el punto de vista mecanico.
Realizamos el siguiente desarrollo para poder obtener valores de la misma en un modelo
geométricamente sencillo contra el que podrian contrastarse medidas experimentales.

Consideremos un epitelio compuesto por células con forma de piramide truncada de base
poligonal regular (Figura 50A). En un epitelio pseudoestratificado las células no tienen
esta forma, por supuesto, aunque si parecen adoptar formas poligonales en un corte
tangencial, similares a las vistas en otros epitelios (Iber & Vetter, 2022). Asumimos que los
nucleos son elipsoidales, con un eje de radio a (alineado con la direccion apico-basal) y
ejes perpendiculares de radio b (Figura 50B), y que cada célula se ajusta a su nucleo, es
decir, que los bordes celulares son tangentes al mismo en algun punto. Llamemos z a la
coordenada medida en el eje apico-basal del tejido (aumentando desde el basal hacia el
apical, de 0 a h), que puede variar de direccion en distintos puntos del mismo (Figura

101



50C). Buscamos una férmula para la densidad nuclear en la i-ésima célula en el corte
tangencial a altura z, que llamaremos 7;(z).

Figura 50: Diagramas del modelo geométrico sencillo que utilizamos para el céalculo de la
densidad nuclear n. (A) Asumimos que las células tienen forma de piramide truncada de
base poligonal regular (en general con N lados, en este caso 6), de altura h. (B) Cada
célula contiene un nucleo elipsoidal de radio a en la direccion apico-basal y radio b en el
plano perpendicular a este eje. (C) Cortes transversales de monocapas compuestas por
células de distintas formas, exhibiendo distintas curvaturas. Llamamos = al eje apicobasal
de este tejido, definido localmente. Podemos pensar al tejido como compuesto de capas
(cortes tangenciales), una para cada valor de z € [0, h]. En ambos tejidos se sefalan las
“lineas de corte” correspondientes a = = h/3 y z = 2h/3, que son perpendiculares al eje z
en cada punto. Observar que un solo corte no puede representar totalmente la geometria
de todas las células, por lo que los nucleos parecen tener distintos tamarios y no parecen
estar centrados ni ser tangentes a los bordes de su célula.

Consideremos un corte transversal del tejido®' que (1) pase por el centro del nucleo de
nuestra célula de interés, y (2) muestre al nucleo tangente al borde de la célula en algun
punto (visto asi, este modelo resulta similar al de Ishii et al. (2021), aunque en nuestro
modelo geométrico este corte puede ser asimétrico). Llamemos z = 0 al centro del nucleo,
z, al valor de z en el cual el nucleo y el borde celular se tocan (y son tangentes) y x al eje
perpendicular a z centrado en el centro nuclear y definido positivo hacia el lado donde el
nucleo contacta con la membrana (Figura 51A). Evidentemente, como el nucleo tiene
radio a en el eje z, n;(z) =0 para todos los z ¢ (—a,a). Para calcular 7n;(z) en (—a,a)
necesitamos calcular el area AY(z) de la célula (un poligono de N lados), y el area
A"“(z) del nuacleo a la altura z. En este corte, la célula tiene un perfil triangular (truncado),
y su ancho desde el centro nuclear (en el lado positivo del eje z) se corresponde con el
apotema del poligono de N lados que se obtendria en un corte perpendicular al eje -.

31 Es decir, un corte que muestre toda la altura de las células, como en la Figura 46C y 47A.
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Queda claro también que 7; necesariamente tendra un maximo en z,, pues es el punto en
el que el borde celular mas se ajusta al nucleo, como se ilustra en la Figura 51B.

Figura 51: Modelo geométrico sencillo que utilizamos para el calculo de la densidad
nuclear n;(z) en una sola célula. (A) Corte transversal de una célula que pasa por el
centro del nucleo y en el que se puede ver el nucleo tangente al borde celular. Se definen
los ejes perpendiculares z y z, centrados en el centro del nucleo, y z,, el valor en z en el
cual coinciden el nucleo y el borde celular. En este corte el nucleo es asimétrico respecto
al borde celular debido a que N es impar, lo cual no afecta los calculos. (B) Cortes
tangenciales de la célula para distintos valores de z, asumiendo N = 5. En todos los casos
la linea punteada indica uno de los posibles cortes representados en (A) y el segmento
que va desde el centro nuclear a la arista corresponde al apotema del poligono. Aunque
el area nuclear es maxima en z = 0, el maximo valor de n; se da en z,, pues alli el borde
celular se ajusta al area del nucleo. Para = mayores (0 menores, dependiendo del caso) a
zn, tanto el &rea nuclear como celular varian en el corte, pero siempre n;(z) < n;(zn).

El perfil de la célula que tiene valores positivos en = es una recta de la forma
x=Az+ B (Ec. 49)

con A < 0. Para estos ejes, el nucleo sigue la férmula de una elipse centrada en el origen,
con ejes principales x y z

()= o0
0, para z € [—a,a]
#(2) = by /1 — (2)2 (Ec. 51)
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donde distinguimos z(z) como funcioén para facilitar la notacién. Como el borde celular es

. dz
tangente al nucleo en z,, A = -
z

y ambas ecuaciones (49 y 51) coinciden en ese

Z2=2n

punto, por lo que

Zn\2 dT
by/1— (;) =7| _ =tB (Ec. 52)
Derivando la ecuacién 51 obtenemos que
dz —bz, —bzy,
or - S ° (Ec. 53)
dz |3=2, 21— % ar/a? — z2

Usando las ecuaciones 52 y 53 despejamos B y obtenemos que el perfil de la célula sigue
la ecuacion

ot (az_z”'z) (Ec. 54)

2 _ .2
a z5 a

Por ser este el largo del apotema de un poligono regular de N lados, el area de la célula
en el corte tangencial a la altura z sera
T

A = Nt ()<t ()

b2 (a% — 2z, 2)?

) 2 _ .2
a a z2

(Ec. 55)

Por otro lado, en este corte el nucleo tiene forma de disco con radio dado por la ecuacion
51, con lo que

2
A (z) =7 - % (a® — 2°) (Ec. 56)
Finalmente, tenemos
Apve(z) P (@)@ )
mi(2) = =% - ' 2 2
AN (2) N -tan(m/N) (a2 — 2z, - 2)

(Ec. 57)

donde el primer término es un factor multiplicativo que depende solamente del numero N
de lados de la célula, y el segundo determina la forma del grafico de n; en funcion de z. Si
z, = 0, entonces

s (a® — 2?)
TN tan(w/N)  a?

1:(2) (Ec. 58)
por lo que se trata de una parabola centrada en 0, con valor maximo dado por el primer
término (que depende de N). Puede verse entonces a la férmula general de 7;(z) como
una parabola con un “sesgo” hacia z,, (Figura 52). Esta funcién siempre tiene un maximo
en z = z,, Y toma el mismo valor que en el caso z,, = 0.

La fraccién nuclear n(z) de todo el tejido puede obtenerse de la siguiente manera: si
tenemos C células, cada una con nucleo centrado en z; (i = 1,...,C, midiendo desde el
lado basal), entonces el area que ocupan todos los nucleos es 210:1 ni(z — z) AN (2 — z).
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Por lo tanto, si A;,:(z) es el area total del corte perpendicular al eje apico-basal a la altura
z, podemos expresar

— AN(z — =)

1) = Y omlz = 2) = =

=1

(Ec. 59)

con lo que 7n(z) es un promedio de los distintos 7; (ajustados a la altura de su centro
nuclear correspondiente), ponderado por la proporcion de area que ocupa cada célula a
esa altura del tejido. En el caso particular en el que todas las células son iguales, es claro
que 7(z) tiene igual forma que 7;(z). En ese caso podriamos distinguir la forma de las
células y la distribucion de estos nucleos segun la forma de 7(z), por ejemplo, podriamos
distinguir si todos los nucleos fueran centrales (z,, = z;, células aproximadamente prismas)
o basales (z, > z;, suponiendo que su lado basal esta expandido). Por supuesto, una
monocapa compuesta enteramente por células de forma piramidal (truncada) de igual
forma debe tener una cierta curvatura que le permita acomodar las células que lo
componen, por lo que en este caso el perfil de 7(z) serviria como una medida indirecta de
la curvatura del epitelio.

} : . >

- 0 a

Figura 52: Gréfico de la funcion n;(z) para el caso de un nucleo “apical” (arriba), “central”
(centro) o “basal” (abajo). En todos los casos la linea punteada marca el valor de z,.
Estrictamente no puede afirmarse la localizacion del nucleo en el eje apico-basal del tejido
a partir de estas distribuciones pues la misma solo lleva informacion del valor de z,
respecto al centro nuclear (aqui z = 0 como en la ecuacion 57), pero es esperable que ,
por ejemplo, una célula con un lado apical de menor area que el basal tenga un nucleo en
posicion basal, llevando a una distribucion como la que corresponde a z, > 0. La altura
maxima de todas estas grafica se daen z = z, y vale /(N - tan(nw/N)).

El reciproco no puede afirmarse, porque una curvatura puede estar dada por una
distribucion no uniforme de nucleos. Por ejemplo, puede lograrse un epitelio plano con
una poblacién mixta (en proporciones similares) de células con nucleos apicales y basales
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(como en las simulaciones que mostramos en la Figura 23). Si asumimos que las células
con nucleos basales tienen z; = a y las de nucleos apicales z; = h — a (siendo h la altura
del tejido), queda claro que 7(z) tendra dos picos (si i es apreciablemente mayor que 2a)
pues AY de las células con nicleos basales tendra valores altos y 7; no sera nulo para z
bajo, mientras que lo mismo pasara para las células con nucleos apicales para z alto.

Algo similar ocurre si la distribucion de nucleos esta distribuida de manera mas uniforme a
lo largo del eje z. Todas las células con forma similar contribuiran una distribucioén similar,
con un maximo a la altura correspondiente a z,,, y con valor dependiente del numero N de
lados del borde celular. Podemos esperar entonces que la distribucion final 7n(z) sea
aproximadamente constante en algun rango en z € (a,h — a). Observar una distribucion
de este tipo nos permitiria afirmar que los nucleos estan distribuidos todo a lo largo del eje
apico-basal, lo cual no es muy informativo y seguramente seria apreciable directamente a
partir de imagenes. Sin embargo, algo interesante es que en esta situacion seria en
principio posible definir un valor numérico representativo para la densidad celular,
tomando por ejemplo el valor promedio de 7(z) en el rango z € (a,h — a).

Concluimos entonces que, en el caso de tener un epitelio con nucleos distribuidos
aproximadamente a la misma altura en el eje apico-basal, la densidad celular es una
funcidn de z cuya forma puede permitirnos determinar esta distribucidn y representa
indirectamente la curvatura de la monocapa. Por otro lado, en el caso de tener una
distribucion aproximadamente uniforme de nucleos a lo largo del eje z, podemos reducir la
informacion sobre la densidad nuclear del epitelio a un solo numero. Esto permite
simplificar el analisis de esta propiedad del tejido, convirtiéndola en una medida
similarmente practica a las otras medidas de densidad celular presentes en los distintos
trabajos sobre extrusion celular
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