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Resumen 
 

El objetivo de la Tesis que aquí se presenta es abordar desde una perspectiva integradora, 

multidisciplinar y cuantitativa dos cuestiones fundamentales de la actividad sistémica de 

los organismos unicelulares que están profundamente interconectadas entre sí: (I) el papel 

del núcleo en la migración celular, y (II) los mecanismos esenciales de control de la 

migración celular. 

 

I. Nuestro objetivo fue determinar el papel de la actividad del núcleo en la regulación de 

la migración celular, en superficies 2D. Para ello, se estudiaron individualmente, los 

patrones migratorios de 20 células pertenecientes a la especie Amoeba proteus, así como 

los patrones de locomoción de otras 20 citoplastos, células de la misma especie cuyo 

núcleo había sido previamente extraído mediante un micromanipulador. Un exhaustivo 

análisis físico-matemático de las trayectorias migratorias experimentales mostró que las 

células con núcleo y los citoplastos presentaron patrones de locomoción muy similares, 

los cuales estaban caracterizados, esencialmente, por correlaciones a largo plazo, 

fluctuaciones de movimiento invariantes bajo escala, y superdifusión. Estos resultados 

cuantitativos confirman que la presencia de núcleo celular no afecta significativamente la 

migración de las amebas en entornos 2D. En un estudio posterior a nuestro trabajo, otro 

grupo de investigadores, utilizando métodos exclusivamente biológicos, ha corroborado 

también que el núcleo no dirige la locomoción celular en 2D. 

 

II. Siguiendo el enfoque metodológico experimental que el Premio Nobel Iván Pávlov 

realizó en sus experimentos de reflejos condicionados, hemos confirmado en dos especies 

unicelulares distintas (Amoeba proteus y Metamoeba leningradensis) el 

condicionamiento asociativo en organismos unicelulares. Para ello, hemos realizado 

numerosos experimentos en los que las células fueron expuestas a un gradiente 

quimiotáctico (estimulo incondicionado) y un campo eléctrico (estimulo condicionado). 

Los resultados mostraron inequívocamente que estos organismos unicelulares son 

capaces de aprender nuevos comportamientos migratorios mediante asociación de 
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estímulos, los recuerdan durante largos periodos de tiempo y posteriormente los olvidan. 

Nunca hasta ahora se había observado semejantes comportamientos en organismos 

unicelulares. 

 

El trabajo I ha sido publicado en Nature Scientific Reports y el II en Nature 

Communications. 

  



20 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 
 

The goal of this Thesis is to approach the study of three fundamental systemic activities 

and behaviors of unicellular organisms from an integrative, multidisciplinary and 

quantitative framework: (I) the role of the nucleus in cellular migrations, and (II) the 

essential regulation mechanisms of cellular migration.  

 

I. Next, our objective was to determine the role of the nuclear activity in the regulation of 

cell migration on flat, 2D surfaces. The migratory patterns of 20 Amoeba proteus were 

studied individually, as well as the locomotion patterns of another 20 cytoplasts, cells of 

the same species whose nucleus had been previously extracted using a micromanipulator. 

An exhaustive physical-mathematical analysis of the experimental migratory trajectories 

showed that the non-enucleated cells and the cytoplasts presented very similar locomotion 

patterns, which were characterized by long-term correlations, scale-invariant fluctuations, 

and superdiffusion. These quantitative results confirm that the presence of the nucleus 

does not significantly affect the amoebas’ migration in 2D environments. A study 

published shortly after our work; another group of researchers has also confirmed that the 

nucleus does not direct 2D cellular locomotion using exclusively biological methods. 

 

II. Finally, following the experimental methodological approach that Nobel Prize Ivan 

Pavlov performed in his conditioned reflex experiments, we have confirmed the presence 

of associative conditioning in two distinct unicellular species (Amoeba proteus and 

Metamoeba leningradensis). To do this, we have conducted numerous experiments in 

which the specified cells were exposed to a chemotactic gradient (unconditioned 

stimulus) and an electric field (conditioned stimulus). The results showed unequivocally 

that these unicellular organisms are capable of learning new migratory behaviors through 

the association of stimuli, remember them for long periods of time and subsequently 

forget them. This behavior had never been observed in unicellular organisms before. 

 

Works I and II have already been published in Nature Scientific Reports and Nature 

Communications respectively. 
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Introducción 
 

La célula es el sistema molecular más complejo de la naturaleza.  Los millones de 

elementos moleculares que la conforman se organizan en complejas redes dinámicas 

cuyos principios funcionales desafían el intelecto humano. 

 

A pesar de los muchos esfuerzos y avances realizados por las Ciencias de la Vida, queda 

aún mucho por comprender de la biología funcional celular y la integración dinámica 

molecular, esencialmente, aquellas cuestiones relativas a cómo se integran, 

sistémicamente, las complejas estructuras metabólicas y moleculares que conforman los 

organismos unicelulares vivientes. 

 

Mucho se sabe de las partes y poco se conoce sobre las dinámicas de integración funcional 

que conforman el sistema celular como un todo.  

 

Para comprender la naturaleza de los complejos comportamientos sistémicos que exhiben 

las células, no basta con el estudio por separado de los elementos que las componen, sino 

que, a nuestro entender, se hace necesario un enfoque, (1) integrador, (2) multidisciplinar 

y (3) cuantitativo.  

 

1. Enfoque integrador 
 

Como es sabido, las células están caracterizadas por complejas interacciones moleculares 

colectivas. Estas interacciones originan estructuras disipativas (ondas espaciales y 

temporales), profusas interconexiones regulatorias desarrolladas por las redes 

metabólicas, y complejas dinámicas moleculares que originan cambios continuos en la 

concentración de los metabolitos a lo largo del tiempo. Todos estos procesos emergentes 

están gobernados por principios que no radican en las propiedades individuales de cada 

molécula (De la Fuente, 2015).  

 

Por ejemplo, las dinámicas intracelulares de Calcio presentan complejas oscilaciones 

temporales y ondas espaciales, muchas de las cuales son debidas a procesos disipativos 

no lineales que emergen en las interacciones colectivas de determinadas redes 

metabólicas. Estas oscilaciones y ondas se corresponden con las llamadas estructuras 

disipativas, descubiertas por el Premio Nobel Ilya Prigogine (Nicolis & Prigogine, 1977), 

y no existen como propiedades intrínsecas del Calcio, tomado como un ion aislado.  

 

Las células no deben ser consideradas como meros agregados de moléculas, o una simple 

suma de sus partes y, por tanto, en el análisis de sus procesos fundamentales deben tenerse 

en cuenta un enfoque integrador que contemple la emergencia de distintas estructuras 

disipativas, las interacciones regulatorias de las redes metabólicas y moleculares, y los 

mecanismos implicados en las complejas dinámicas que rigen la evolución de las 

concentraciones de los distintos metabolitos celulares. 

 

2. Enfoque multidisciplinar 
 

La complejidad de las estructuras funcionales metabólicas no debe ser abordada desde 

una única perspectiva investigadora, sino que se hace necesario utilizar conceptos, 

conocimientos y metodologías provenientes de diferentes disciplinas biológicas como la 

bioquímica, la enzimología, la fisiología, la genética, la biología molecular, etc. Todas 



22 
 

ellas son necesarias para comprender los procesos metabólicos y moleculares sistémicos, 

desde los más sencillos a los más complejos. Por ejemplo, el estudio integral de los 

comportamientos migratorios de las células debe fundamentarse en los avances 

científicos provenientes de diferentes disciplinas biológicas, lo que obliga a que los 

grupos de investigación que traten de abordar estas cuestiones sean prominentemente 

multidisciplinares.  

 

3. Enfoque cuantitativo 
 

En la célula, todas las concentraciones de los metabolitos y moléculas que la componen 

están manifestando fluctuaciones muy complejas a lo largo del tiempo debido a los 

procesos dinámicos que las regulan. Las únicas herramientas que permiten estudiar y 

comprender los procesos dinámicos de la naturaleza, son las provenientes de la Física y 

las Matemáticas. Es por ello que, si se trata de analizar un proceso dinámico biomolecular 

a nivel local o sistémico, es fundamental estudiarlo desde la perspectiva de la Biología de 

Sistemas, la disciplina encargada de aplicar las técnicas y conocimientos físico-

matemáticos a los procesos biológicos. 

 

El objetivo principal de la Tesis que aquí se presenta es abordar desde una perspectiva 

integradora, multidisciplinar y cuantitativa dos procesos funcionales dinámicos, 

relacionados entre sí, implicados en algunas respuestas sistémicas fundamentales para la 

vida celular.  

 

Para lograr dicho objetivo, se plantean las siguientes investigaciones centrales: 

 

I. Papel del núcleo en la migración celular. 

II. Mecanismos sistémicos de gobierno de la migración celular. 

 

I. Papel del núcleo en la migración celular. 

 

La migración celular es un comportamiento sistémico, esencial en el desarrollo y el 

mantenimiento funcional tanto de las células libres como las de los organismos 

pluricelulares. En los humanos, la formación de los órganos durante el desarrollo 

embrionario, la respuesta inmune o la reparación tisular, por ejemplo, requieren de 

movimientos celulares migratorios muy precisos y complejos. Los errores en el control 

de estos procesos migratorios celulares pueden tener consecuencias graves, como 

trastornos del desarrollo intelectual, enfermedades cardiovasculares o cáncer. Por 

ejemplo, el proceso metastático, por el cual las células cancerígenas abandonan un tumor 

primario y migran hacia otros órganos para formar tumores secundarios es la principal 

causa de muerte en los pacientes con cáncer. 

 

Se conoce mucho de los sistemas moleculares implicados en la locomoción celular, pero 

a pesar de los numerosos esfuerzos investigadores realizados hasta ahora, aún se 

desconoce cómo la célula regula su migración de forma sistémica. 

 

En esta línea de investigación, nuestro principal objetivo fue determinar el papel del 

núcleo en el control de la migración celular, en superficies 2D y bajo condiciones de 

ausencia de estímulos físicos o químicos. Para ello, se estudiaron los patrones migratorios 

individuales de 20 células pertenecientes a la especie Amoeba proteus y los patrones de 

locomoción de 20 citoplastos (células de la misma especie cuyo núcleo había sido 
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previamente extraído mediante un micromanipulador).  Las trayectorias migratorias 

obtenidas experimentalmente tanto de las amebas con núcleo como de los citoplastos 

fueron exhaustivamente analizadas por medio de avanzadas herramientas físico-

matemáticas no lineales y métodos computacionales. Dicho análisis cuantitativo mostró 

que tanto las células con núcleo como los citoplastos presentaron patrones de locomoción 

muy similares, los cuales estaban caracterizados por correlaciones a largo plazo no 

triviales, fluctuaciones de movimiento migratorio invariantes bajo escala, y un régimen 

de superdifusión. Estos resultados confirman que la presencia de núcleo no afecta 

significativamente la migración de las amebas en entornos 2D.  

 

Es necesario subrayar que, poco después de la publicación de nuestros resultados 

preliminares en el repositorio online “bioRxiv” (Bringas et al., 2017), otro grupo de 

investigadores (Graham et al, 2018) utilizando métodos exclusivamente biológicos, ha 

podido corroborar que el núcleo no regula la migración celular en condiciones 2D. Esta 

coincidencia añade robustez a nuestro hallazgo.  

 

Nuestro estudio representa el primer análisis cuantitativo de la migración celular 

efectuado en células enucleadas, y actualmente está aceptado para su publicación en la 

revista Scientific Reports. 

 

II. Mecanismos sistémicos de gobierno de la migración celular. 

 

Finalmente, siguiendo el enfoque metodológico experimental que Iván Pávlov realizó 

sobre los reflejos condicionados, y por el que fue galardonado con el premio Nobel en 

1904, hemos confirmado en dos especies unicelulares distintas (Amoeba proteus y 

Metamoeba leningradensis) el aprendizaje asociativo celular.    

 

Hasta ahora, solamente había sido posible observar el condicionamiento asociativo en 

organismos dotados de sistema nervioso central, desde cefalópodos hasta mamíferos.  

 

Un comportamiento similar nunca había sido descrito en células individuales, hasta ahora. 

 

Para demostrar la existencia del comportamiento condicionado en organismos 

unicelulares, hemos utilizado un campo eléctrico como estímulo condicionado y un 

péptido quimiotáctico específico como estímulo no condicionado, y a continuación 

hemos analizado las trayectorias migratorias pertenecientes a más de 700 células 

individuales. Los resultados de este análisis exhaustivo mostraron inequívocamente que 

los organismos unicelulares eran capaces de aprender nuevos comportamientos mediante 

asociación de estímulos. En definitiva, nuestra investigación ha puesto de manifiesto que 

estas células aprenden nuevos comportamientos migratorios, los recuerdan y memorizan 

durante largos periodos de tiempo (45 minutos en promedio), respecto de su ciclo celular 

(24 horas, en condiciones óptimas de laboratorio) y posteriormente los olvidan. Nunca 

hasta ahora se habían observado semejantes comportamientos en organismos 

unicelulares. 

 

Es necesario anotar que estos experimentos que hemos realizado tuvieron su origen en 

análisis físico-matemáticos realizados en redes metabólicas complejas, publicados en 

2013 (De la fuente et al., 2013), donde utilizando herramientas avanzadas de Mecánica 

Estadística e Inteligencia Artificial, nuestro grupo de investigación pudo verificar 

computacionalmente que las redes metabólicas parecen estar gobernadas por dinámicas 
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de tipo Hopfield, las cuales manifiestan propiedades de memoria asociativa. Este estudio 

cuantitativo, por tanto, mostró que la memoria asociativa es posible también en 

organismos unicelulares. Tal memoria sería una manifestación de las propiedades 

emergentes subyacentes a las dinámicas complejas de las redes metabólicas celulares y 

correspondería por tanto a una memoria celular de tipo epigenético. 

 

La demostración de la existencia de un comportamiento condicionado de tipo pavloviano 

en células, siguiendo los experimentos clásicos de principios del siglo XX, abre nuevas y 

prometedoras perspectivas de investigación, reforzando el papel de la epigenética como 

uno de los principales focos de avance en la investigación biológica de los próximos años. 

 

Esta investigación ha sido recientemente publicada en “Nature Communications” (De la 

Fuente, et al., 2019). 

 

En estos estudios interrelacionados han participado investigadores pertenecientes a cinco 

institutos científicos, tres institutos del CSIC (Instituto CEBAS de Murcia, Instituto 

López-Neyra de Granada e Instituto Biofisika de Leioa), el Instituto BioCruces-Bizkaia 

y el instituto Salk de San Diego de EEUU, dos universidades (Universidad del País Vasco 

y Universidad Ben-Gurion de Israel) y el Hospital Universitario de Cruces, perteneciente 

a la red de Osakidetza/Servicio vasco de salud. Yo quisiera mostrar mi agradecimiento a 

todos los compañeros que han participado en todas estas investigaciones, las cuales han 

permitido la elaboración de esta Tesis. 

 

La Tesis, ha sido dividida en dos tomos para favorecer su lectura. En el Tomo I, 

describimos los aspectos más relevantes de nuestras investigaciones y constituye el 

núcleo central de la Tesis. En el Tomo II se presentan, de forma íntegra, los manuscritos 

originales. Así mismo, en este Tomo II se incluyen otras publicaciones que corresponden 

con sendas investigaciones en las que he participado durante mi periodo de formación 

doctoral, las cuales son aplicaciones de la Biología de Sistemas a diferentes problemas 

clínicos biomédicos. Estas publicaciones no entran, por tanto, en el contenido 

fundamental de la Tesis. 

  

En resumen, el objetivo de la Tesis que aquí se presenta es abordar desde una perspectiva 

integradora, multidisciplinar y cuantitativa, dos procesos funcionales dinámicos, 

interrelacionados entre sí, implicados en algunas respuestas sistémicas, esenciales para la 

vida celular. A este enfoque lo hemos denominado Biología Celular Sistémica, y 

representa un intento de estudiar las propiedades globales de las células a partir de su 

integración funcional dinámica. Por tanto, planteamos la Biología Celular Sistémica 

como un marco conceptual para abordar el estudio de comportamientos metabólicos y 

moleculares sistémicos en los organismos unicelulares. 

 

La célula es más que la suma de sus partes. Sin un enfoque integrador, multidisciplinar y 

cuantitativo, podremos estudiar y comprender las partes, pero la funcionalidad sistémica 

celular seguirá siendo una incógnita. 
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Investigación I: Papel del núcleo en la migración celular. 
 

Introducción 

 

La migración celular es un comportamiento sistémico crucial para la supervivencia de 

todas las células dotadas de motilidad. En general, las células de vida libre pueden iniciar 

procesos de locomoción por diversos motivos, tales como la búsqueda de nutrientes, la 

huida de depredadores, evitar condiciones ambientales adversas, etc. En todos estos casos 

el objetivo fundamental es maximizar sus posibilidades de supervivencia y reproducción. 

Además, en organismos pluricelulares, la migración celular está implicada en multitud de 

procesos fisiológicos tales como la respuesta inmunitaria o la embriogénesis, además del 

desarrollo importantes patologías, como inmunodeficiencias o cáncer (Bouma et al., 

2009., Olson, & Sahai, 2009). 

 

A pesar de que actualmente se tiene un conocimiento sólido de los mecanismos 

bioquímicos y moleculares involucrados en la migración celular, el cómo las células 

regulan eficientemente sus movimientos sistémicos es una importante cuestión no 

resuelta para la Biología contemporánea. De hecho, la mayor parte de los estudios 

realizados se centran en los mecanismos y sistemas fundamentales que permiten la 

migración, como el citoesqueleto (Pollard & Borisy, 2003; Tanaka et al., 2018), 

complejos de adhesión (Vicente-Manzanares et al., 2009), cadenas de señalización celular 

(Disanza et al., 2005; Vinogradova et al., 2009), etc. 

 

Desde un punto de vista cuantitativo, algunos estudios indican que la locomoción celular 

exhibe correlaciones a largo plazo en respuesta a gradientes de sustancias (quimiotaxis) 

(Skoge et al., 2014). Otros investigadores han reportado correlaciones robustas entre la 

velocidad de desplazamiento y el tiempo de persistencia (a mayor velocidad, más tiempo 

necesita la célula para variar su dirección de migración) bajo la presencia de estímulos 

que guiaban sus trayectorias de migración (Maiuri et al., 2015). En ausencia de estímulos, 

este proceso ha sido descrito como un “persistent random walk” (paseo aleatorio con 

persistencia) (Selmeczi et al., 2005; Li et al., 2011). Además, se ha reportado que la 

migración celular se caracteriza por presentar dinámicas anómalas tales como 

superdifusión (para un periodo de tiempo determinado, cubren mayor distancia que una 

partícula que se mueva de manera completamente aleatoria), probabilidades de 

distribución espacial no Gaussianas del proceso de difusión y una degradación de las 

autocorrelaciones de velocidad que sigue la ley de potencias (Dieterich et al., 2008). 

Además, varios estudios han observado que algunos patrones de locomoción celular son 

consistentes con el modelo “Levy walk” (Ariel, G. et al., 2015), aunque es necesario decir 

que aún existen controversias sobre la validez de estos resultados (Pyke, 2015). 

 

Una de las claves a la hora de comprender la migración celular es establecer el papel de 

la actividad nuclear. El núcleo, la principal estructura donde se concentra el material 

genético y regulador de la expresión génica, ha sido considerado durante mucho tiempo 

como uno de los elementos principales de control de la migración celular, pero su rol 

concreto está comenzando a ser entendido desde hace muy poco tiempo. De hecho, poco 

después del depósito de la versión preliminar de este estudio en el repositorio web 

“bioRxiv” (Bringas et al., 2017), se publicó un trabajo que demostraba que el núcleo no 

es un orgánulo esencial para el control de la migración celular, al menos en superficies 

planas. En él, Graham y colaboradores fueron capaces de extraer el núcleo de fibroblastos 

y células endoteliales. Observaron que los citoplastos (células sin núcleo) resultantes eran 
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capaces de migrar en superficies 2D de manera muy similar a sus homólogos normales 

(con núcleo), indicando que el núcleo no juega un papel esencial en la migración 2D. No 

obstante, estos autores llegaron a la conclusión de que el núcleo sí es importante para la 

migración en sustratos tridimensionales, esencialmente por sus propiedades físicas, su 

posición dentro de la célula y, especialmente, por su conexión física con el citoesqueleto, 

más que por cualquier actividad genética o reguladora de la actividad metabólica. La 

presencia física del núcleo en este caso resultó ser un componente esencial a nivel físico-

mecánico (Graham et al., 2018). 

 

Antes de la publicación de Graham y coautores, diferentes estudios ya habían descrito la 

implicación del núcleo a nivel mecánico en la migración celular tridimensional (Friedl, 

et al., 2011., Petrie & Yamada 2015). De hecho, es bien sabido que la conexión entre el 

citoesqueleto y el núcleo es esencial para multitud de funciones celulares, incluida la 

polarización celular, organización de la cromatina y la transducción de señales mecánicas, 

así como múltiples patologías (Liu et al., 2016). 

 

A pesar de estas recientes contribuciones, el rol del núcleo en la regulación sistémica de 

la migración celular es desconocido desde un punto de vista cuantitativo. Por ello, en este 

trabajo de investigación se cuantificaron y estudiaron las trayectorias de 40 Amoeba 

proteus, 20 de ellas completamente normales y otras 20 cuyo núcleo había sido extraído 

mediante micromanipulación.  

 

Las amebas son una familia excepcionalmente diversa de protistas presentes en 

prácticamente la totalidad de los hábitats de la Tierra (Adl et al., 2012). En concreto, 

Amoeba proteus es un organismo unicelular dotado de motilidad que obtiene nutrientes a 

través de la caza de otros protistas y bacterias, para lo cual presenta una gran capacidad 

para buscar, percibir y responder rápidamente a estímulos tales como el contacto con otras 

membranas celulares o la presencia de gradientes quimiotácticos (Prusch & Britton, 

1987). 

 

La mayoría de las amebas, incluida la Ameba proteus, son capaces de desplazarse en 

sustratos tanto bidimensionales como tridimensionales y lo hacen mediante la emisión de 

pseudópodos, que consisten en le extensión de la membrana celular y posteriormente en 

la emisión de un flujo del citoplasma que llena esa extensión de la membrana, alterando 

la forma de la célula (O’Neill, et al., 2018). De hecho, a este tipo de movimiento celular 

se le conoce como “ameboide”. En concreto, la Amoeba proteus ha servido como modelo 

estándar para estudios de migración celular durante décadas (Jeon, 1995; Goodkov, et al., 

2014), especialmente el papel del núcleo en su regulación y la actividad de la membrana 

celular y el citoesqueleto (Dembo, 1989; Rogers, et al., 2008; Berdieva, et al. 2016). 

 

Es necesario tener en cuenta que las amebas enucleadas mediante micromanipulación 

pueden permanecer vivas durante largos periodos de tiempo, hasta unos 14 días (Ord, 

1968). La viabilidad de los organismos enucleados se comprobó mediante la 

reintroducción de un núcleo 12 días después de la enucleación; algunas amebas no sólo 

recuperaron completamente, sino que fueron capaces de proliferar y dar lugar a cultivos 

estables (Ord, 1968). Es importante destacar que 12 días es un periodo de tiempo 

significativamente superior a la duración típica del ciclo celular para Amoeba proteus, 

que en condiciones óptimas de cultivo es de aproximadamente 24 horas (Prescott, 1955). 

 



27 
 

Otras investigaciones han descrito la emergencia de comportamientos aparentemente 

normales en células enucleadas de diferentes tipos, incluyendo fibroblastos, Amoeba 

proteus, queratinocitos etc. (Goldman, et al., 1973). No obstante, en estos trabajos nunca 

se abordó el papel del núcleo en la regulación de los comportamientos que se estudiaron 

desde una perspectiva cuantitativa. De hecho, incluso se llegó a sugerir que los citoplastos 

de Amoeba proteus debían ser incapaces de migrar ordenadamente en la ausencia de 

estímulo (Grebecki, et al., 1978). 

 

Método y Desarrollo Experimental 

 

En nuestra investigación, todas las amebas estudiadas se mantuvieron en medio de 

Chalkley sin estímulos ni nutrientes, en ayunas durante 24 horas antes del inicio de 

cualquier proceso de experimentación o previo a la experimentación. Las trayectorias de 

migración de las amebas se grabaron utilizando una cámara acoplada al ocular de un 

estereomicroscopio, que disparaba una fotografía cada 2 segundos. Las trayectorias 

fueron cuantificadas y analizadas en forma de series temporales. Tras la grabación, se 

comprobó si el núcleo de las células enucleadas había sido extraído correctamente a través 

de un proceso de tinción de Hoechst 33258 y la utilización de un microscopio de 

fluorescencia. En la Fig. 6 se puede observar el procedimiento experimental principal, 

además de dos trayectorias típicas de una célula no enucleada y una enucleada 

respectivamente. 

 

Una observación preliminar de nuestra investigación reveló que las amebas enucleadas 

se comportaban con total normalidad en términos de adhesión al sustrato y motilidad. La 

migración tanto de células normales como de citoplastos se caracterizó por presentar 

multitud de pasos cortos que se alternan ocasionalmente con largas paradas y 

desplazamientos en una única dirección. Además, observamos que los citoplastos 

presentaron comportamientos típicos de una célula normal durante al menos entre 2,17 y 

4,65 horas (N=20, tiempo medio = 3,72 horas). A lo largo de este tiempo las amebas 

enucleadas se desplazaron con aparente normalidad. Incluso, en un experimento aislado 

se pudo observar como un citoplasto fue capaz de fagocitar otra célula y completar un 

proceso de exocitosis. 
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Figura 6. Procedimientos Experimentales. Las amebas reposaron durante 24 horas en 

una placa Petri en ausencia de estímulo y nutrientes. Posteriormente, la mitad de ellas 

fueron enucleadas mediante el uso de un micromanipulador. (a), proceso de enucleación, 

la presencia o ausencia de núcleo se confirmó en las amebas enucleadas mediante un 

proceso de tinción de Hoechst 33258 (1 mM), tal y como se ilustra en los paneles (b) y 

(c). Todas las amebas se colocaron en placas de Petri en ausencia de nutrientes y otros 

estímulos, donde sus movimientos de migración se grabaron con una cámara digital 

acoplada al ocular de un microscopio estéreo, a razón de una imagen cada 2 segundos. 

(d) y (e), trayectorias digitalizadas de una célula enucleada y no enucleada elegidas al 

azar. Los recuadros sirven para destacar los movimientos locales realizados por las 

células. 

Tras estas observaciones preliminares, realizamos el estudio cuantitativo de las 

trayectorias celulares utilizando herramientas de la Física Estadística, concretamente el 

rmsf, el Desplazamiento Cuadrático Medio (“mean square displacement”, MSD), el 

análisis de fluctuación sin tendencia (“Detrended Fluctuation Analysis”, DFA) y la 

renormalización del operador de grupo (RGO). Además, se cuantificaron otras variables 

importantes, como el ratio de direccionalidad, velocidad media y la distancia total 

recorrida (propiedades cinemáticas de las trayectorias migratorias celulares). 

 

Análisis Cuantitativo de los Resultados 

 

En primer lugar, hemos analizado las trayectorias celulares mediante el método 

ampliamente utilizado en Mecánica Estadística rmsf (que también hemos utilizado en la 

línea de investigación de las corrientes de Cl-), lo que nos permite identificar la existencia 

de correlaciones en las fluctuaciones de los “pasos”, es decir los movimientos de 

desplazamiento básicos de las amebas (Gibbs, 1902). Los resultados indican que tanto las 
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células con núcleo como las enucleadas exhibieron trayectorias de migración 

caracterizadas por correlaciones positivas no triviales a largo plazo. Concretamente, el 

exponente 𝛼 del rmsf dio valores de 0,764 ± 0,067 (media ± desviación estándar) para las 

células no enucleadas y 0,785 ± 0,075 para las células enucleadas. El test de Wilcoxon 

corroboró que no existen diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0,365). 

 

En todas las trayectorias analizadas, independientemente de la presencia del núcleo, 

encontramos correlaciones en periodos de unos 41,5 minutos de media, lo que se 

corresponde con 1.245 pasos (considerando que la célula da un “paso”, movimiento 

básico, cada 2 segundos). Las células enucleadas en particular presentaron una duración 

media de correlaciones de 45 minutos. Por lo tanto, cada “paso” de movimiento de las 

células está fuertemente influenciado por los “pasos” previos. El test de Wilcoxon de 

nuevo demostró que no hay diferencias significativas entre células enucleadas y con 

núcleo (p = 0,625). Como extensión de estos resultados analizados, también hemos 

observado que las fluctuaciones del movimiento migratorio de las amebas presentan 

propiedades invariantes bajo escala con respecto al incremento de la longitud del “paso” 

(Fig. 7 d-e). 

 

La presencia de correlaciones a largo plazo en las trayectorias se comprobó de nuevo 

utilizando una técnica analítica diferente, el análisis de fluctuación sin tendencia (DFA) 

(Fig.8 a y b) (Peng, et al., 1994; Goldberger, et al., 2002). Los resultados con esta nueva 

técnica cuantitativa indicaron que dichas correlaciones existen, de hecho, el parámetro 𝛾 

dio una media de 0,84 ± 0.128 para las células normales y 0,88 ± 0,112 para las células 

enucleadas. De nuevo, el test de Wilcoxon reafirmó que no existen diferencias 

significativas entre ambos grupos (p = 0,561). Este análisis también sirvió para confirmar 

que existe un comportamiento de refuerzo de tendencia, es decir, si las trayectorias 

presentan una tendencia a la baja en la longitud de los pasos, ésta tenderá a seguirse por 

una tendencia similar en el futuro y viceversa.  

 

Al igual que en el trabajo anterior, para comprobar la robustez de este análisis, se 

generaron 4.000 series donde los datos fueron desordenados. El DFA aplicado a estas 

series aleatorizadas no mostró correlaciones a largo plazo en ningún caso, demostrando 

que es altamente improbable que este comportamiento se dé por azar (Fig.8 c y d). El test 

de Wilcoxon reveló que los valores de DFA obtenidos a partir de las 4.000 series 

desordenadas era significativamente diferente a los de las series originales (p = 10-23). 
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Figura 7. Root mean square fluctuation (rmsf) de las trayectorias de células enucleadas 

y no enucleadas. (a) y (b), gráfico Log-log del valor F de rmsf en función de del paso l 

para una célula típica no enucleada (a) y enucleada (b). La pendiente de las células no 

enucleadas de 𝛼 = 0,9, mientras que las de las células enucleadas fue 𝛼 = 0,865, 

indicando en ambos casos correlaciones positivas a largo plazo. (c), diagrama de todos 

los exponentes 𝛼 de todas las células separadas según la presencia de núcleo. Se muestra 

también la media ± desviación estándar en ambos grupos (p = 0,365). (d) y (e), análisis 

de la invariancia bajo escala de la fluctuación de los pasos respecto al incremento de la 

longitud de paso l0 para una célula no enucleada (d) y una célula enucleada (e). En 

concreto, se representan 4 gráficos log-log para cada caso y se calcula el exponente 𝛼 

para cuatro incrementos de l0 (∆𝑙0 = 1, 5, 10, 25), lo que indica propiedades 

indistinguibles entre sí para cada caso (los exponentes no dependen del valor de ∆𝑙0) 

para células con y sin núcleo.  
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Figura 8. DFA y Análisis de Dispersión de las trayectorias de amebas no enucleadas y 

enucleadas. (a) y (b), gráfico log-log del parámetro de fluctuación sin tendencia D(n) en 

función del tamaño de ventana n para una trayectoria típica de una célula no enucleada 

(a) y enucleada (b). El exponente fue 𝛾, que dio un valor de 0,85 y 0,9 para la célula no 

enucleada y enucleada respectivamente, lo que indica fuertes correlaciones a largo plazo 

en ambos casos. (c) y (d), calculamos el exponente de Hurst para series aleatorizadas 

generadas a partir de células no enucleadas (H = 0,48) y enucleadas (H = 0,48) lo que 

indica ausencia de memoria. (e), diagrama mostrando los valores del exponente 𝛾 en 

todas las células, separadas según la presencia de núcleo, con su correspondiente p-

valor. (f), en azul, 200 valores de exponente de Hurst obtenidos en series aleatorizadas 

(𝐻 = 0,49 ± 0,02) en rojo, los valores de exponente de Hurst de todas las series 

observadas experimentalmente (𝐻 = 0,86 ± 0,12). Tras la aleatorización, la estructura 

de memoria desaparece, ambos grupos son significativamente diferentes (p = 10-23). 
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Para cuantificar la eficiencia del espacio explorado por las amebas durante su migración, 

calculamos la Media de Desplazamiento Cuadrático (MSD). En este análisis, la variable 

β que caracteriza el estadístico MSD, dio valores de 1,678 ± 0,123 para las células 

enucleadas (Fig. 9 a-b). Estos valores corresponden con un proceso denominado de 

“Superdifusión”, un comportamiento complejo con una elevada relación no lineal con el 

tiempo, que parece gobernar ambos tipos de trayectorias celulares (con y sin núcleo). La 

Superdifusión sugiere que los movimientos de las células están optimizados para la 

búsqueda de nutrientes o para la supervivencia (Faustino, et al., 2007, Viswanathan, et 

al., 2008). El análisis de Wilcoxon de nuevo confirmó que no existen diferencias 

significativas entre las células enucleadas y las no enucleadas en términos de β (p = 

0,093). Además, estos resultados se corroboraron utilizando un segundo enfoque 

analítico, el operador de grupo renormalizado (RGO) (Fig. 9 c-e). 

Asimismo, se cuantificaron diferentes propiedades cinemáticas como el ratio de 

direccionalidad (DR), la velocidad media (AS) y la distancia total recorrida (TD). El valor 

DR cuantifica la rectitud de la trayectoria, desde 0 (completamente curva) hasta 1 

(completamente recta) (Gorelik & Gautreau, 2014). Este estadístico se calculó de dos 

maneras, la primera, considerando la trayectoria globalmente, teniendo en cuenta 

únicamente la posición inicial y final de la célula, lo que dio valores de entre 0,082 y 

0,717 (0,293 ± 0,177) para las células no enucleadas y entre 0,063 y 0,836 (0,332 ± 0,185) 

para las células enucleadas. En este caso, el test de Wilcoxon indicó que ambos casos no 

presentan diferencias significativas (p = 0,525). Un segundo estudio a diferentes escalas 

temporales se puede observar en la Figura 10, paneles a y b. 

A continuación, calculamos la velocidad media de las trayectorias, que oscilaron entre 

0,003 y 0,006 mm/s (0,004 ± 0,001) para las células no enucleadas (Fig. 10c) y entre 

0,002 y 0,006 mm/s (0,004 ± 0,001) para las enucleadas (Fig. 10c). Ambos grupos 

celulares no presentan diferencias significativas (p = 0,156). 

Finalmente, se calculó la distancia recorrida (TD) para cada célula. Las distancias 

oscilaron entre 21,95 y 47,33 mm (35,04 ± 7,87) para las células no enucleadas y entre 

14,28 y 47,6 mm (34,2 ± 10,12) para las enucleadas (Fig. 10d). De nuevo, los resultados 

del análisis mostraron que ambos grupos no presentan diferencias significativas (p = 

0,818). Todos estos estadísticos descriptivos de las propiedades cinéticas de las 

trayectorias son coincidentes tanto para las células enucleadas como para los no 

enucleadas. 
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Figura 9. Media de Desplazamiento Cuadrático (MSD) de las trayectorias de células 

enucleadas y no enucleadas. (a) y (b) muestran el cálculo directo (CD) del exponente 𝛽 

a través del ajuste de los gráficos log-log de MSD en función del intervalo de tiempo τ, 

para 8 trayectorias típicas de células no enucleadas y enucleadas, respectivamente. Un 

valor de 𝛽=1 indica una difusión normal mientras que 𝛽 =2 indica una difusión de tipo 

balístico. El área gris define la zona de superdifusión, donde caen todos los valores 

correspondientes a las trayectorias obtenidas experimentalmente. El hecho de que τmax= 

1/4 de la longitud de la serie, implica que el proceso de superdifusión ocurre para escalas 

temporales amplias. (c) y (d) representan el cálculo del exponente 𝛽 mediante el uso del 

método RGO, tras ajustar el diagrama de barras de la frecuencia para cada probabilidad 

((𝑝)) en función de la probabilidad 𝑝. El valor de 𝛽 resultante se obtiene al hacer la 

media entre los exponentes 𝛽𝑖 obtenidos para cada bloque i-ésimo de 1.000 puntos 

(coloreados en azul para 𝛽1, verde para 𝛽2 y rojo para 𝛽3). (e), ilustra un diagrama 

representando todos los valores del exponente 𝛽 para todas las células utilizando ambos 

métodos (DC y RGO) y tres casos diferentes (no enucleadas, enucleadas y todas a la vez). 

También se muestran los p-valores para las comparaciones de los diferentes grupos.  



34 
 

 

  

 

Figura 10. DR, AS y TD de las trayectorias de amebas con y sin núcleo.  (a) y (b), 

mapas de calor del ratio de direccionalidad (DR) con valores entre 0 (azul) y 1 (rojo). 

Cada fila en ambos paneles se corresponde con una única célula, mientras que las 

columnas se representan con el final del análisis de DR, que se incrementó 400 segundos 

cada vez. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0,525). 

(c) y (d), gráficos de caja de las distribuciones de velocidad media (AS) y distancia total 

recorrida (TD) para células con y sin núcleo. No se observaron diferencias significativas 

entre los grupos (p = 0,156 y 0,818 respectivamente). Ninguna de las métricas estudiadas 

mostró diferencias significativas entre amebas enucleadas y no enucleadas. 



35 
 

Por último, se construyó un gráfico de violines (Fig. 11) el cual muestra los resultados 

más relevantes de los análisis cuantitativos. Esta figura representa los p-valores y las 

distribuciones de los valores 𝛼 del rmsf (Fig. 11a), el número de pasos bajo correlación 

(Fig. 11b), las pendientes de DFA 𝛾 (Fig. 11c), los valores 𝛽 del MSD calculados 

directamente y a través de RGO (Fig. 11d y e), el DR global (Fig. 11f) y la AS media 

global (Fig. 11g). Como puede observarse, todas las métricas muestran que ambos 

grupos, las células enucleadas y no enucleadas presentan estructuras de migración muy 

similares.  
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Figura 11. Diferentes métricas no lineales para las trayectorias de células no enucleadas 

y enucleadas. En esta figura se muestran los p-valores  y las distribuciones de los 

estadísticos más relevantes obtenidos a lo largo de este estudio. Los gráficos de violín 

son similares a los “boxplots”, pero, además, incorporan la probabilidad de distribución 

de los valores de las diferentes métricas y grupos (coloreados en gris para las células no 

enucleadas y en verde para las enucleadas). (a), coeficientes 𝛼 de correlación de rmsf. 

(b), número de pasos bajo el régimen M. (c), pendientes 𝛾 de DFA. (d), valores 𝛽 de MSD 

obtenidos mediante cálculo directo (DC). (e), valores 𝛽 de MSD obtenidos mediante 

RGO. (f), DR global. (g), AS. De todas estas medidas estadísticas se puede extraer la 

conclusión de que los patrones migratorios de las células enucleadas y no enucleadas 

son muy similares. 
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Conclusiones 

 

Estudios realizados en los últimos años, algunos de ellos muy recientes, cuestionan que 

el núcleo juegue un papel esencial en el control de la migración en varios tipos de células, 

al menos en superficies 2D (Graham, et al., 2018). A pesar de ello, hasta ahora, nunca ha 

sido realizado un estudio cuantitativo de las posibles diferencias que puedan existir entre 

las trayectorias de células con y sin núcleo. 

 

Nuestro trabajo describe, por primera vez, en términos cuantitativos las diferencias y 

similitudes que presentan las células enucleadas y no enucleadas en ausencia de estímulos 

que guíen sus movimientos. 

 

En resumen, las conclusiones principales de la investigación son las siguientes: 

 

I. Las trayectorias de migración de Amoeba proteus se caracterizan por presentar 

correlaciones no triviales a largo plazo con comportamientos de refuerzo de 

tendencia y superdifusión. 

 

II. No se detectaron diferencias significativas en ninguna de las variables estudiadas 

de los métodos aplicados, entre las células enucleadas y las células no enucleadas 

 

III. Ni la actividad nuclear ni la presencia física del núcleo parecen estar implicadas 

en la regulación dinámica directa de la migración celular en superficies 2D, 

manteniéndose todas las cualidades esenciales de las trayectorias en el grupo de 

las células enucleadas. 

 

Las propiedades de la estructura dinámica de la migración celular aquí descritas parecen 

ser una característica intrínseca de los procesos fisiológicos que regulan la locomoción 

de las células. Como consecuencia de la estricta regulación a la que están sujetas todas 

las rutas metabólicas implicadas en la migración surge una estructura informacional 

compleja (De la Fuente, 2015) que guía los movimientos de las células en ausencia de 

estímulo, lo cual permite que estas se desplacen y se orienten de manera eficiente aun 

cuando no existe ninguna guía externa que dirija sus movimientos. 

 

Nuestro estudio se encuentra actualmente aceptado para su publicación en Scientific 

Reports: 

 

De la Fuente, I. M., et al. The nucleus does not significantly affect the migratory 

trajectories of amoeba in two-dimensional environments. Nat. Sci. Rep. In press (2019). 

doi: 10.1038/s41598-019-52716-2 
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Investigación II: Mecanismos sistémicos de gobierno de la 

migración celular. 
Introducción 

 

Uno de los mayores logros de la neurociencia es la descripción de los principios que 

definen las formas básicas de memoria asociativa. Esta propiedad de los organismos vivos 

permite realizar una conexión entre dos o más estímulos que previamente podrían no 

guardar relación entre sí o, en ocasiones, entre un comportamiento y un estímulo. Para 

que este importante proceso tenga lugar, se requieren complejos mecanismos biológicos, 

los cuales se asume que deben incluir, al menos, un sistema capaz de almacenar 

información (Mackintosh, 1983).  

 

Durante cientos de años, el trabajo combinado de filósofos, psicólogos, etólogos y 

científicos provenientes de multitud de ramas de la Biología ha formado una base sólida 

que define las bases sobre las que hoy se sostiene el modelo actual de teoría del 

aprendizaje (Finger, 2001).  

 

El laureado premio Nobel Iván Pávlov describió a principios del siglo XX el tipo de 

aprendizaje asociativo considerado más básico, el condicionamiento clásico. Para ello 

Pávlov realizó el primer estudio sistemático de los principios fundamentales de la 

memoria asociativa; su famoso artículo en el que demuestra cómo a través de un proceso 

de condicionamiento, un grupo de perros comenzaba a salivar cada vez que se hacía sonar 

una campana (Pávlov, 1927). 

 

Hasta ahora, se había constatado la presencia de procesos de aprendizaje asociativo en 

diferentes organismos multicelulares complejos, desde mamíferos hasta cefalópodos 

(Hawkins & Byrne, 2015), incluso se ha podido simular in sillico (Hopfield, 1982). Sin 

embargo, todos los organismos en los que se han observado empíricamente 

comportamientos de condicionamiento asociativo son pluricelulares y dotados de 

complejos sistemas nerviosos centrales. El hecho de que este comportamiento aparezca 

de manera consistente en organismos tan distantes evolutivamente como los perros y los 

nautilus es una indicación de que probablemente juegue un papel de altísima relevancia 

a la hora de determinar la supervivencia de un individuo o especie. No obstante, a pesar 

de su importancia, este fenómeno nunca había sido observado en células individuales. 

 

Con objeto de verificar la presencia de algún tipo de condicionamiento asociativo en los 

organismos unicelulares nosotros optamos por utilizar Amoeba proteus como modelo 

fundamental de experimentación y, con el objetivo de comprobar si los comportamientos 

de condicionamiento asociativo eran extrapolables a otras especies, los experimentos 

fueron posteriormente replicados utilizando Metamoeba leningradensis. 

 

En esta línea de investigación, el comportamiento celular sistémico estudiado fue la 

migración. En concreto, para guiar los movimientos de las células utilizamos un estímulo 

químico (estímulo no condicionado) y otro eléctrico (estímulo condicionado) en diversos 

escenarios de experimentación.  

 

Como se sabe, la respuesta migratoria frente a un estímulo químico (quimiotaxis) es un 

proceso ampliamente estudiado en multitud de tipos celulares, incluida Amoeba proteus 

(Korohoda, et al., 1997). 
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La quimiotaxis es un proceso esencial para la supervivencia de los organismos 

unicelulares dotados de motilidad (captación de nutrientes y huida de posibles peligros) 

(Kusch, 1993; Prusch & Britton, 1987) y para una amplia variedad de procesos 

fisiológicos tales como la embriogénesis (Goto, et al., 2018) o la actividad del sistema 

inmunitario (Ribeiro, et al., 1997). 

 

Respecto de las amebas, está descrita en la bibliografía científica la capacidad de Amoeba 

proteus para responder a pequeñas concentraciones del péptido nFMLP. Esta sustancia 

parece indicarle la presencia de presas potenciales en los alrededores, llegando a ser capaz 

de inducir un comportamiento fagocítico (Prusch & Britton, 1987). Este péptido también 

se ha utilizado como quimiotáctico en otras células con movimiento ameboide como los 

macrófagos (Ribeiro, et al., 1997).  

 

Por otra parte, las Amoeba proteus son capaces de responder a la presencia de un campo 

eléctrico mediante un proceso llamado galvanotaxis (Korohoda, et al., 2000). Este 

proceso se ha observado en multitud de células, por ejemplo, en macrófagos y células 

epiteliales, y parece estar implicado en funciones fisiológicas como la respuesta 

inmunitaria y la reparación de tejido (Zhao, 2009). Específicamente, se ha demostrado 

que utilizando rangos de voltaje de entre 300 mV/mm y 600 mV/mm, Amoeba proteus 

presenta una clara respuesta migratoria hacia el polo negativo durante largos periodos de 

tiempo, de hasta varias horas (Korohoda, et al., 2000). 

 

La Amoeba proteus fue escogida por nosotros, como organismo modelo para la 

realización de este trabajo por su facilidad de cultivo, su ciclo celular cercano a las 24 

horas en condiciones óptimas de cultivo (Prescott, 1955) y las investigaciones realizadas 

sobre sus comportamientos quimiotácticos y galvanotácticos. 

 

Método y Desarrollo Experimental 

  

Para los experimentos se desarrolló un set-up experimental capaz de someter a un 

pequeño grupo de células ameboides (con motilidad libre en adhesión al sustrato) a un 

estímulo químico y un eléctrico simultáneamente. Este diseño se basó en la utilización de 

la tensión superficial del agua para generar un flujo laminar a lo largo de una pequeña 

estructura de cristal colocada sobre un bloque de electroforesis estándar. 

 

Dos bloques de electroforesis se colocaron el uno junto al otro, unidos de manera que uno 

de ellos se conectaba a una fuente de alimentación a 60V constantes y a su vez, se 

conectaba al segundo a través de dos puentes salinos de agar con una concentración de 

KCl de 0,5N KCl (Fig. 12). Sobre este segundo bloque de electroforesis se colocaba una 

pequeña estructura de cristal formada por un porta estándar al que se le habían pegado 

con silicona dos cubres de cristal recortados, tal y como se ve en la figura 12. Sobre esta 

estructura se colocaban 3 pequeños cristales móviles (Fig. 12) de manera que se creaba 

una pequeña cavidad de 0,2 µm de altura aproximadamente, donde se situaban las células. 

Dos de los cristales móviles sobresalían de manera que quedaban puestos encima de los 

pocillos laterales del bloque 2 (Fig. 12). Ambos pocillos se llenaban con 

aproximadamente 75ml de medio de Chalkley y, en el izquierdo se incorporaba una 

solución de nFMLP para una concentración final aproximada de 2x10-6M. Es importante 

destacar que la estructura de cristal permitía la extracción de las células al concluir el 
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experimento, lo que resultó ser esencial para la realización del trabajo, ya que las mismas 

amebas eran sujetas a diferentes condiciones experimentales de manera secuencial.  

 

 

 
Figura 12. Diseño experimental. (a), (c) ilustran las vistas cenital y lateral del sistema 

de experimentación (dos bloques estándar de electroforesis). 1: ánodo; 2: cátodo; 3: 

puentes de agar; 4: péptido quimiotáctico; 5: potenciómetro; 6: estructura de cristal 

(cámara de experimentación). (b) es una vista isométrica del sistema de experimentación. 

(d) es una vista cenital de la cámara de experimentación de cristal en la que se colocan 

las células. 7: porta estándar; 8: pieza de porta pegada con silicona a los lados del porta 

(altura aproximada 0,13-17 mm); 9: piezas deslizantes de cristal, cada una de 4 cm de 

longitud aproximada. 10: pieza central de cristal formada por un trozo de cubre de unos 

3mm de ancho, debajo se colocan las células. La cámara de experimentación consiste en 

una estructura de cristal sobre la que se colocan piezas deslizantes de cristal (d), (e), que 

se pueden desplazar hacia fuera sobre las piezas (8) (d). Así cuando las piezas de cristal 

deslizante se cierran, se forma un flujo laminar en la cámara de experimentación, donde 

se colocan las células. Este diseño permite la apertura de dicha cámara y la recuperación 

de las células. 

 

Una vez construida la cámara de experimentación, y basándonos en los trabajos de 

Pávlov, varios grupos de entre 7 y 13 amebas fueron expuestas simultáneamente a 

diferentes condiciones galvanotácticas y quimiotácticas. 

 

Los experimentos fueron grabados utilizando una cámara acoplada al ocular de la lupa. 

Para este trabajo se analizaron un total de 615 trayectorias de Amoeba proteus y 210 de 

Metamoeba leningradensis. Todos los experimentos se realizaron utilizando medio de 

Chalkley y a temperatura ambiente. 

 

Primeramente, también se comprobó que la cámara de experimentación era suficiente 

para establecer un gradiente químico de nFMLP estable y suficiente para que las células 

fuesen capaces de detectarlo y responder a él. Mediante la medición directa de nFMLP 

marcado con fluoresceína (Green & Sambrook, 2012), pudimos comprobar que la 

concentración de péptido en el centro de la cámara experimental de cristal, donde se 

colocan las amebas, aumentaba inmediatamente después de iniciarse el flujo laminar; en 
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2 minutos la concentración aumentaba desde 0 hasta 0,2μM. Esta concentración seguía 

aumentando hasta aproximadamente 0,6μM a los 30 minutos.  

 

 
Figura 13. Concentración de nFMLP marcado con fluoresceína en el centro de la 

cámara de experimentación en presencia de un flujo laminar. Los datos representan la 

Media ± SEM de 6 mediciones (tomadas a los 0, 2, 5, 10, 20 y 30 minutos) en 3 

experimentos diferentes. 

Análisis Cuantitativo de los Resultados 

 

En la investigación, se realizaron tres controles básicos: 

 

1. Analizamos las trayectorias de migración de 50 Amoeba proteus (7 experimentos con 

entre 5 y 11 células por experimento) en ausencia de estímulos. Bajo estas condiciones, 

los movimientos de las amebas podrían describirse como una serie de movimientos 

aleatorios débilmente correlacionados, caracterizados por una baja direccionalidad y por 

una progresiva pérdida de la dirección inicial de migración (Selmeczi, et al., 2008). La 

direccionalidad de cada célula fue cuantificada mediante el coseno del ángulo de 

desplazamiento (Korohoda, et al., 2000), los resultados oscilaron entre -0,987 y 1, lo cual 

indica que, en ausencia de estímulos, las células se movieron en direcciones aleatorias, 

sin preferencia por ninguna dirección en particular, tal y como demostró el análisis de 

distribución de los ángulos de desplazamiento (los ángulos formados entre el punto de 

origen de la trayectoria y el final, medido en radianes). 

 

2. A continuación se estudió la migración de 50 células (8 experimentos con entre 4 y 8 

amebas por experimento) bajo un campo eléctrico a voltaje constante de 

aproximadamente 300mV/mm. Prácticamente la totalidad de las amebas dirigieron sus 

movimientos hacia el cátodo durante 30 minutos, al igual que se describe en la 

bibliografía (Korohoda, et al., 2000). Al contrario que en el experimento anterior, en este 

caso las trayectorias analizadas eran esencialmente movimientos estocásticos con una 

fuerte direccionalidad; las células exhibieron patrones de locomoción con una clara 

tendencia a conservar la dirección del paso inmediatamente anterior, manteniendo su 

polarización hacia el cátodo. El análisis de los valores de los cosenos de desplazamiento 

resultó en valores comprendidos entre 0,037 y 0,999 (0,993/0,03 media/IQ). Este 

resultado demuestra que las amebas estudiadas presentan una clara direccionalidad hacia 

el cátodo. La significatividad de nuestro análisis fue validada por un test no paramétrico 
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(test de Wilcoxon), con el que comparamos los valores de los cosenos de desplazamiento 

de las trayectorias celulares en ausencia de estímulo (Fig. 14a) con las correspondientes 

a este experimento (Fig. 14b). Los valores resultantes fueron p = 10-14 y Z=7,442, lo cual 

corrobora fuera de toda duda que los comportamientos en ausencia de estímulo y en 

presencia de un campo eléctrico eran significativamente diferentes. 

 

3. Por último, se analizó el comportamiento de otras 50 amebas (10 experimentos 

utilizando entre 4 y 6 amebas por experimento) en presencia de un gradiente químico 

de nFMLP, que se localizaba a la izquierda de la plataforma de experimentación. Los 

resultados mostraron que un 86% de las células expuestas a este gradiente migraron hacia 

la izquierda, el lugar donde la concentración de nFMLP era mayor. En resumen, las 

trayectorias observadas fueron similares a las del experimento anterior, pero con 

desplazamiento neto hacia la izquierda en lugar de la derecha. Los cosenos de los 

desplazamientos de las trayectorias oscilaron entre -0,997 y 0,986 (-0,825/0,72 

media/IQ). La comparación de los valores del coseno de desplazamiento obtenidas con 

estas condiciones de experimentación y las obtenidas en ausencia de estímulo son 

significativamente diferentes, de acuerdo con el test de Wilcoxon, p=10-4, Z=-3,878, 

mientras que, en comparación, en el control de galvanotaxis fueron de p=10-17 y Z=8,428, 

lo que indica que, de nuevo, ambos comportamientos son significativamente diferentes. 
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Figura 14. Trayectorias de migración de Amoeba proteus bajo tres condiciones de 

experimentación: sin estímulo, galvanotaxis y quimiotaxis. (a) Trazado de trayectorias 

(sin estímulo). En ausencia de estímulo las células exploraron prácticamente todas las 

direcciones de la cámara de experimentación. (b) Trazados de trayectorias 

(galvanotaxis) bajo estas condiciones, prácticamente todas las amebas se desplazaron 

hacia el cátodo. (c) Trazado de trayectorias (quimiotaxis) el 86% de las células migraron 

hacia el gradiente de nFMLP. (d) Ángulos de desplazamiento correspondientes al panel 

(a). Se refiere al coseno del ángulo de la rectada formada al unir el primer y último punto 

de la trayectoria de una ameba, medido en radianes. No se observa preferencia por 

ninguna dirección en particular. (e) Ángulos de desplazamiento correspondientes al 

panel (b). El 100% de los cosenos de desplazamiento fueron mayores que 0, lo que indica 

una fuerte direccionalidad hacia el cátodo (derecha). (f) Ángulos de desplazamiento 

correspondientes al panel (c). El 86% de los valores son inferiores a 0, lo que indica una 

direccionalidad hacia la izquierda, donde se situaba el péptido. “N” número total de 

células, “Er” replicaciones experimentales, “nr” número de células por replicación, “t” 

tiempo de galvanotaxis o quimiotaxis, “p” péptido quimiotáctico nFMLP, “+” ánodo, 

“−” cátodo. Tanto el eje x como el eje y muestran distancia en mm y la posición inicial 

de cada célula se ha colocado en el centro del diagrama.  

 

 

Proceso de Inducción celular  

 

Una vez comprobado que existen al menos tres patrones migratorios claramente 

diferenciados, en ausencia de estímulo, en presencia de campo eléctrico y en presencia 

de gradiente quimiotáctico, se realizó el primer experimento central del trabajo, la 

inducción celular, que consistió en combinar el estímulo eléctrico y químico 

simultáneamente de manera que la presencia de nFMLP atraía a las amebas hacia la 

izquierda (polo positivo del campo eléctrico), mientras que el campo eléctrico las atraía 

hacia la derecha (polo negativo), donde no había concentración de nFMLP. 

 

Bajo estas condiciones, se analizaron las trayectorias de 180 Amoeba proteus (32 

experimentos de entre 4 y 10 células por experimento). Tal y como se puede observar en 

la Figura 15, los resultados mostraron que el 53% de las células ignoraron la presencia 

del campo eléctrico y se movieron hacia la izquierda (ánodo + péptido), un 23% 

exhibieron una direccionalidad especialmente pronunciada hacia este lado (ánodo + 

péptido). El 45,33% de las amebas migraron hacia el cátodo y un 1,67% (3 células) 

presentaron un comportamiento atípico, manteniéndose fijadas al sustrato, pero 

inmóviles; estas células fueron añadidas al grupo condicionado. Los cosenos de ángulo 

de desplazamiento se distribuyeron entre -1 y 1 (-0,26/1,8 media/IQ). Este análisis 

verificó la emergencia de dos patrones migratorios diferenciados, uno con direccionalidad 

al ánodo (condicionadas) y otro al cátodo (no condicionadas). El test de Wilcoxon 

confirmó este resultado (p=10-30 y Z=-11,435). 

 

 

Comprobación de patrones migratorios nuevos tras la inducción celular  

 

Para verificar que las células que se movieron hacia el ánodo en el experimento anterior 

habían sido condicionadas y, por tanto, pudiesen presentar patrones migratorios nuevos, 

se analizaron 160 trayectorias celulares pertenecientes a 85 amebas individuales en tres 
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escenarios diferentes en los cuales fueron expuestas a diferentes condiciones de 

experimentación.  

 

Escenario 1: 85 amebas (32 experimentos, entre 1 y 7 células por experimento) que 

habían migrado previamente hacia el ánodo en presencia de un gradiente de nFMLP y un 

campo eléctrico simultáneos (proceso de inducción) fueron manualmente extraídas y 

dejadas reposar en una placa de Petri limpia con medio de Chalkley y en ausencia de 

cualquier estímulo durante 5 minutos. Posteriormente estas células fueron recolocadas en 

una nueva cámara de experimentación que nunca había entrado en contacto con el péptido 

nFMLP, donde fueron de nuevo expuestas a un campo eléctrico idéntico al del proceso 

de inducción durante 30 minutos (lo que supone un transcurso total de 35 minutos desde 

la conclusión del proceso de inducción). Los resultados mostraron que el 82% de las 

células analizadas migraron hacia el ánodo bajo estas condiciones en las que no había 

nFMLP. Los cosenos de desplazamiento oscilaron entre -1 y 0,998 (-0,854/0,77 

media/IQ). Este resultado confirma matemáticamente que, efectivamente, la mayoría de 

las células consideradas inducidas migraron hacia el ánodo en ausencia de péptido y que, 

por tanto, un nuevo comportamiento migratorio había surgido en esta población de 

amebas. Este comportamiento, tal y como se puede observar en la figura 14b, 

correspondiente al control 2 (galvanotaxis) no había sido observado previamente. La 

comparación entre los cosenos de desplazamiento entre las trayectorias de las células en 

presencia de un campo eléctrico (Figura 14b) y los obtenidos en este experimento (Fig. 

15b) demostró que es extremadamente improbable que este nuevo comportamiento surja 

por mero azar (p=10-19 y Z=8,878, test de Wilcoxon). En este escenario, 4 células 

mostraron desplazamientos en ambas direcciones sin ninguna preferencia y, por lo tanto, 

se consideró que no fueron correctamente inducidas. Al final de los 30 minutos de 

experimentación 43 células continuaron mostrando una clara direccionalidad hacia el 

ánodo. 

 

Escenario 2: se estudiaron las trayectorias de 50 amebas previamente expuestas al 

proceso de inducción (Fig. 15a) y al escenario 1 (Fig. 15b) (27 experimentos con entre 

1 y 4 células por experimento). Después de ser sometidas a ambos procesos, las amebas 

fueron manualmente extraídas de la cámara de experimentación y colocadas de nuevo en 

una placa de Petri con medio de Chalkley en ausencia de estímulo durante 

aproximadamente 3 minutos. Durante este tiempo, se renovaba el medio utilizado en la 

cámara de experimentación y se realizaba una limpieza de la estructura de cristal. 

Posteriormente, las células eran colocadas de nuevo en la cámara de experimentación, 

donde eran expuestas a un nuevo campo eléctrico idéntico al anterior, pero de polaridad 

invertida. Al invertirse la polaridad del campo eléctrico se elimina la posibilidad de que 

las células hayan asociado la presencia de péptido con un punto concreto del espacio. Al 

final de este experimento habían transcurrido 68 minutos desde el final de la inducción. 

 

En este punto, es importante destacar que, al pasar largos periodos de tiempo sometidas 

a un campo eléctrico, las posibilidades de que una Amoeba proteus o Metamoeba 

leningradensis se despeguen del sustrato e incluso mueran aumentan considerablemente. 

Es importante dejar que las células reposen en medio limpio entre los experimentos. 

Asimismo, es crucial sustituir el medio de experimentación por otro nuevo, con el 

objetivo de eliminar las posibles impurezas producidas a consecuencia de la presencia del 

campo eléctrico. 
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Bajo estas estrictas condiciones, un 58% de las células continuaron migrando hacia el 

ánodo (ahora colocado en la derecha) y, por lo tanto, mantuvieron el nuevo 

comportamiento condicionado: ir hacia el polo positivo en ausencia del péptido (Fig. 

15c). Las células restantes, el 42%, perdieron este nuevo patrón migratorio. La 

comparación de los cosenos de desplazamiento de la galvanotaxis sin inducción (Fig. 

14b) y los obtenidos en este segundo escenario, también indicaron que es altamente 

improbable obtener estos resultados por mero azar (p= 10-11 y Z=-6,491, test de 

Wilcoxon). 4 células mostraron un comportamiento anómalo caracterizado por su 

adhesión al substrato e inmovilidad y otras 3 mostraron migración en ambas direcciones 

sin una clara preferencia; las 7 fueron incluidas en el grupo de no condicionadas. 16 

células mantuvieron su direccionalidad hacia el ánodo (ahora en el lado derecho) hasta el 

final del experimento. 

 

Escenario 3: 25 amebas (9 experimentos con entre 1 y 7 amebas por experimento) fueron 

expuestas al proceso de inducción y el escenario 1. A continuación, una vez más, las 

células se colocaron en una placa de Petri con medio de Chalkley limpio y en ausencia de 

estímulo; aunque en esta ocasión, en lugar de dejarlas reposar 5 minutos, se dejaron 

reposar durante 30 minutos. Después se expuso a las células a unas condiciones 

experimentales idénticas a las del escenario 2, con medio de Chalkley renovado y la 

polaridad del campo eléctrico invertida (ánodo en la derecha, cátodo en la izquierda). Al 

final de este escenario, habían transcurrido 95 minutos desde el final de la inducción. 

 

Incluso bajo estas restrictivas condiciones, un 56% de las células mantuvieron su nuevo 

comportamiento de migración hacia el ánodo en ausencia del péptido, esta vez 

posicionado en la derecha, haciendo evidente que este nuevo patrón migratorio es robusto 

y persiste en el tiempo. La comparación de los cosenos de desplazamiento del tercer 

escenario (Fig. 15d) con la galvanotaxis sin inducción previa (Fig. 14b) mostró de nuevo 

que es altamente improbable que estos resultados sucedan aleatoriamente (p=10-11 y 

Z=6,221 test de Wilcoxon). Una única célula presentó un comportamiento anómalo 

caracterizado por la ausencia de motilidad y fue incluida en el grupo de las no 

condicionadas. 
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Figura 15. Evidencias experimentales de condicionamiento en Amoeba proteus. 

(a) Galvanotaxis y quimiotaxis simultáneas. El 53% de las amebas se movieron hacia el 

ánodo, donde se encontraba la mayor concentración de péptido (células 

inducidas). (b) Primer escenario (tras la inducción las células reposaron 5 minutos en 

ausencia de estímulo y fueron sometidas de nuevo a una galvanotaxis durante 30 

minutos) el 82% de las células inducidas presentaron una direccionalidad duradera 

hacia el ánodo, donde ya no había péptido. (c) Segundo escenario (tras la inducción las 

células reposaron 5 minutos, se sometieron al escenario 1, reposaron 3 minutos más y 

fueron expuestas a un nuevo campo eléctrico de polaridad invertida) el 58% de las 

células que habían demostrado estar correctamente inducidas en el escenario 1 

continuaron migrando hacia el ánodo, ahora situado en el lado opuesto de la cámara de 

experimentación. (d) Escenario 3 (tras la inducción las células reposaron 5 minutos, se 

sometieron al escenario 1, reposaron 30 minutos más y fueron expuestas a un nuevo 

campo eléctrico de polaridad invertida), el 56% de las células que habían demostrado 

estar correctamente inducidas en el escenario 1 continuaron migrando hacia el ánodo, 

ahora situado en el lado opuesto de la cámara de experimentación. “N” número total de 

células, “Er” replicaciones experimentales, “nr” número de células por replicación, “t” 

tiempo de galvanotaxis o quimiotaxis, “T” tiempo total tras la inducción “p” péptido 

quimiotáctico nFMLP, “+” ánodo, “−” cátodo, “W” sin estímulo, “N-G” galvanotaxis 

normal, “I-P” galvanotaxis con polaridad invertida. En todas las figuras se han 

representado las trayectorias hasta el valor máximo de distancia obtenido hacia el polo 

positivo o negativo. Tanto el eje x como y muestran distancia en mm y la posición inicial 

de cada célula se ha colocado en el centro del diagrama.  
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Es necesario anotar que para el análisis de estos tres escenarios se adoptó también un 

criterio selectivo muy restrictivo: una célula se consideró condicionada solamente si 

después de 15 o más minutos, la ameba aún mantenía su direccionalidad hacia el ánodo 

(lo cual se corresponde con al menos 20 minutos tras la finalización de la inducción, ya 

que las células se dejaban reposar durante 5 minutos antes del escenario 1) o si tras haber 

iniciado una trayectoria hacia el cátodo, la célula era capaz de corregir la dirección y 

exhibir una direccionalidad hacia el ánodo clara y mantenida en el tiempo. Es importante 

destacar que estos comportamientos de migración hacia el polo positivo en ausencia 

de estímulo químico no habían sido observados previamente en la literatura 

científica. 

 

Por otra parte, este nuevo comportamiento sistémico está aparentemente caracterizado 

por una duración limitada en el tiempo. La Figura 16a es un ejemplo ilustrativo de la 

perdida de condicionamiento de 15 células inducidas (4 experimentos con entre 3 y 6 

células por experimento) a medida que pasa el tiempo. Para cuantificar este fenómeno, 

medimos la duración del comportamiento condicionado en las 85 células y 148 

trayectorias condicionadas mencionadas en los tres escenarios ya descritos. 

 

 
Figura 16. Tiempo de persistencia de los patrones de migración condicionados en 

Amoeba proteus. (a) Trayectorias de 15 amebas bajo condiciones de galvanotaxis 

habiendo sido inducidas previamente. Estas células fueron perdiendo progresivamente 

la direccionalidad hacia el ánodo (los tiempos variaron entre 27 y 44 minutos) hasta que 

volvieron a desplazarse hacia el cátodo (línea blanca). Los colores en las líneas de 

trayectoria indican el tiempo transcurrido como se indica en la parte de arriba del 

panel. (b) Histograma que representa las duraciones del comportamiento condicionado 

en los escenarios 1, 2 y 3. Los tiempos de persistencia oscilaron entre los 20 y los 95 

minutos. Las células que mostraron una pérdida del comportamiento condicionado al 

comienzo del test no aparecen representadas.  

 

En el primer escenario, 35 minutos después del final de la inducción, el análisis de 

persistencia mostró que 11 células perdieron el comportamiento inducido al comienzo del 

experimento, mientras que otras 27 lo hicieron después de 20-33 minutos. El resto de las 

células, 43, el 53% mantuvieron la migración hacia el ánodo durante todo el experimento 

(Fig. 16b). 
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En el segundo escenario (68 minutos tras la inducción) 14 células perdieron el 

comportamiento condicionado al comienzo de la prueba mientras que otras 13 lo hicieron 

después de los 52-66 minutos. 16 células, el 37%, continuaron migrando hacia el ánodo 

todo el tiempo que duró el experimento (Fig. 16b). 

 

En el tercer escenario (95 minutos tras la inducción) 10 células perdieron el 

comportamiento condicionado al comienzo del experimento mientras que 6 de ellas lo 

hicieron entre los 47-90 minutos. Las 8 células restantes, el 33% mantuvieron el nuevo 

patrón de migración hacia el ánodo durante todo el tiempo que duró el experimento (Fig. 

16b). 

 

A pesar de lo estricto de las condiciones de experimentación y las perturbaciones a las 

que las células fueron sometidas, el análisis total indica que el tiempo medio que tardan 

las células en perder el nuevo patrón migratorio condicionado es de 44.04 ± 21.8 minutos. 

 

Además, se realizaron otros controles adicionales. En primer lugar, se comprobó que las 

células que bajo condiciones de inducción (galvanotaxis y quimiotaxis simultáneas, 

Figura 15a) mostraron una preferencia por el cátodo, ignorando la presencia de un 

gradiente quimiotáctico, mantuvieron este comportamiento normal cuando fueron 

expuestas de nuevo a un campo eléctrico. De esta manera se elimina la posibilidad de que 

el nuevo comportamiento condicionado surja por sí solo al combinarse ambos estímulos. 

Estos resultados indican que sólo las células que migran hacia el ánodo durante la 

inducción muestran comportamiento condicionado, lo cual es consistente con un 

proceso de aprendizaje asociativo (Fig. 17). 
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Figura 17. Control galvanotáctico de las células que respondieron al cátodo durante el 

proceso de inducción. 25 Amoeba proteus (5 experimentos con entre 2 y 7 células por 

experimento) que migraron hacia el cátodo durante la inducción fueron expuestas de 

nuevo a un estímulo galvanotáctico durante 30 minutos. Todas las amebas mostraron un 

comportamiento normal, igual que el que se observa en la Fig. 14b, confirmando que 

estas células no fueron condicionadas y que su comportamiento natural no fue alterado 

por el proceso de inducción. “N” número total de células, “Er” replicaciones 

experimentales, “nr” número de células por replicación, “t” tiempo de galvanotaxis o 

quimiotaxis, “+” ánodo, “−” cátodo. Tanto el eje x como el eje y muestran distancia en 

mm y la posición inicial de cada célula se ha colocado en el centro del diagrama.  

 

 A continuación, para descartar que la respuesta al campo eléctrico varíe por sí sola al 

exponerse las amebas al péptido nFMLP, para ello se estudiaron las trayectorias de 50 

Amoeba proteus (6 experimentos, de 7 a 10 células por experimento) que habían sido 

expuestas a un campo eléctrico después de haber sido sometidas a una concentración 

ambiental de nFMLP superior a 2x10-5M. Tal y como se puede comprobar en la Figura 

18a, el haber sido expuestas a este péptido por sí sola no fue capaz de suscitar un cambio 

en la respuesta ante un campo eléctrico. En segundo lugar se comprobó que el 

comportamiento de las células en presencia de un campo eléctrico no varía cuando las 

células son sometidas a un campo eléctrico por 30 minutos (Fig. 18b) y posteriormente a 

otro campo eléctrico idéntico pero de polaridad invertida durante otros 30 minutos (Fig. 

18c) dejando 3 minutos entre medias al igual que se hizo entre el escenario 1 y 2. Los 

resultados observados en 25 células (2 experimentos con 11 y 14 células respectivamente) 

de nuevo indican que la respuesta de estas células no varían con respecto al control 

galvanotáctico normal (Fig. 14b). En ningún caso se observó un comportamiento similar 

al que presentan las células inducidas (Fig. 15b, c y d). 
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Figura 18. Controles Adicionales en Amoeba proteus. (a) 50 amebas (6 experimentos 

con entre 7 y 10 células por experimento) fueron sometidas a un campo eléctrico tras 

haber sido expuestas a nFMLP durante al menos 30 minutos. Todas las células 

mostraron un comportamiento galvanotáctico normal, confirmando que este péptido por 

sí solo no tiene la capacidad de alterar la respuesta de las amebas ante un campo 

eléctrico. (b) y (c) 25 amebas (2 experimentos con 11 y 14 células) fueron expuestas a un 

estímulo eléctrico durante 30 minutos, se dejaron reposar 3 minutos en una placa de 

Petri limpia y expuestas de nuevo a un campo eléctrico de polaridad invertida. El 

comportamiento de estas células fue normal, con una fuerte direccionalidad hacia el 

cátodo, demostrando que la exposición sucesiva a campos eléctricos no altera el 

comportamiento de las células por sí mismo. (d) Distribución de los cosenos de los 

ángulos de desplazamiento. Para representar los datos de manera más intuitiva, los 

valores de los cosenos correspondientes al panel (c) fueron multiplicados por -1. Tal y 

como se observó previamente en la Figura 14e, el 100% de los cosenos de 

desplazamiento son positivos, lo que indica una muy clara tendencia a la migración en 

dirección al cátodo. “N” número total de células, “Er” replicaciones experimentales, 

“nr” número de células por replicación, “t” tiempo de galvanotaxis o quimiotaxis, “+” 

ánodo, “−” cátodo. Tanto el eje x como el eje y muestran distancia en mm y la posición 

inicial de cada célula se ha colocado en el centro del diagrama. 
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Por último, en otro experimento alternativo comprobamos que los comportamientos 

condicionados observados en Amoeba proteus tienen el potencial de ocurrir en otros tipos 

de células. Para ello, realizamos un estudio preliminar en Metamoeba leningradensis, 

utilizando el mismo proceso de inducción y condiciones experimentales que con las A. 

proteus. Las metamebas fueron expuestas al mismo péptido a igual concentración 

(nFMLP) e idéntica corriente eléctrica; los valores de concentración de péptido e 

intensidad del campo eléctrico no fueron optimizados para esta nueva especie, por lo que 

es posible que alterando estas variables se puedan obtener resultados aún más definitivos 

que los aquí descritos. 

 

Concretamente, 160 metamebas (15 experimentos con entre 3 y 12 células por 

experimento) fueron sometidas a un proceso de inducción idéntico al utilizado con 

Amoeba proteus durante 30 minutos. Bajo estas condiciones, el 39% de las células 

ignoraron el campo eléctrico y se desplazaron hacia el ánodo, donde se encontraba la 

mayor concentración de nFMLP, mientras que el 61% presentó un patrón de migración 

galvanotáctico normal (migración hacia el cátodo) (Fig. 19). Los cosenos del ángulo de 

desplazamiento oscilaron entre -1 y 1 (0,54/1,8 media/IQ). Por tanto, el resultado de la 

inducción indica que bajo estas condiciones surgieron dos comportamientos claramente 

diferenciados en la población de metamebas estudiada, uno de migración hacia el ánodo 

y otra de migración hacia el cátodo. El test de Wilcoxon confirmó la presencia de estos 

dos comportamientos (p=10-26 y Z=10,639).  

 

En la Figura 20a se puede observar 50 trayectorias celulares (4 experimentos con entre 4 

y 15 células por experimento) de Metamoeba leningradensis sometidas a un campo 

eléctrico de aproximadamente 340 mV/mm. La práctica totalidad de las metamebas 

estudiadas migraron en dirección al cátodo durante 30 minutos. El análisis cuantitativo 

mostró que los valores de los cosenos de desplazamiento oscilaron entre 0,04 y 1 

(0,98/0,09 media/IQ), lo cual verificó la emergencia de un único comportamiento 

caracterizado por la migración fuertemente direccional hacia el cátodo. 

 

 

 
Figura 19. Proceso de inducción en Metamoeba leningradensis. Cuando fueron 

expuestas simultáneamente a un campo eléctrico y un gradiente de nFMLP, el 39% de 

las metamebas migraron en dirección del ánodo-péptido (células inducidas). “N” 

número total de células, “Er” replicaciones experimentales, “nr” número de células por 

replicación, “t” tiempo de galvanotaxis o quimiotaxis, “p” péptido quimiotáctico 

nFMLP, “+” ánodo, “−” cátodo. En todas las figuras se han representado las 

trayectorias hasta el valor máximo de distancia obtenido hacia el polo positivo o 

negativo. Tanto el eje x como el eje y muestran distancia en mm y la posición inicial de 

cada célula se ha colocado en el centro del diagrama. 
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Figura 20. Condicionamiento en Metamoeba leningradensis. (a) En condiciones de 

galvanotaxis iguales a las de la Fig. 14b, la práctica totalidad de las metamebas miraron 

hacia el cátodo. (b) Tras la inducción, las células reposaron 5 minutos en una placa de 

Petri con medio de Chalkley y fueron de nuevo expuestas a un campo eléctrico durante 

30 minutos. El 71% de las células inducidas mostraron un comportamiento 

condicionado, migrando al ánodo, donde ya no había péptido. “N” número total de 

células, “Er” replicaciones experimentales, “nr” número de células por replicación, “t” 

tiempo de galvanotaxis o quimiotaxis, “+” ánodo, “−” cátodo. Tanto el eje x como el 

eje y muestran distancia en mm y la posición inicial de cada célula se ha colocado en el 

centro del diagrama.  
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Finalmente, para verificar la presencia de un comportamiento condicionado se realizó un 

test de condicionamiento igual al realizado en el escenario 1, previamente descrito con A. 

proteus. Para ello, se utilizaron 62 metamebas (15 experimentos con entre 1 y 7 células 

por experimento) que previamente habían migrado hacia el ánodo, donde se encontraba 

el péptido nFMLP. El análisis de las trayectorias resultantes mostró que un 71% de las 

células se desplazaron hacia el ánodo donde ya no había nFMLP (al igual que en el 

escenario 1). Los cosenos de los ángulos de desplazamiento oscilaron entre -1 y 0,99 (-

0,539/1,33 media/IQ). Este resultado corroboró matemáticamente que la mayoría de las 

células estudiadas dirigieron sus movimientos migratorios hacia el polo positivo del 

campo eléctrico. Un comportamiento como este no había sido observado previamente. La 

comparación de los cosenos de desplazamientos obtenidos a partir de este experimento 

(Fig. 20b) con los obtenidos en el control galvanotáctico previo (Fig. 20a) muestran que 

las diferencias que se observan son significativas y que es extraordinariamente difícil que 

se den por azar (p = 10-17 y Z=8,326, test de Wilcoxon). 
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Conclusiones 

 

 

En resumen, las conclusiones principales de esta última línea de investigación son las 

siguientes: 

 

I. Una población importante tanto de Amoeba proteus (86%) como Metamoeba 

leningradensis (71%) mostraron patrones de migración nuevos en la presencia de 

un campo eléctrico tras haber sido sometidas a un proceso de inducción en el que 

se combinó un estímulo galvanotáctico y quimiotáctico (colocándose el péptido 

de modo que atrajese a las células hacia el ánodo). Este nuevo comportamiento 

se caracteriza por presentar una clara direccionalidad hacia el ánodo, 

cuando una célula no condicionada migra en sentido opuesto, hacia el polo 

negativo. 

 

II. Este comportamiento se puede mantener en el tiempo durante al menos 95 

minutos, siendo la media de todas las amebas estudiadas cercana a los 45 minutos. 

 

III. Los controles realizados descartaron la posibilidad de que el comportamiento de 

las células varíe por sí solo cuando son sometidas a más de un campo eléctrico de 

manera secuencial. Los experimentos también descartaron la posibilidad de que 

una exposición al péptido pueda alterar el comportamiento de estas células ante 

un estímulo galvanotáctico por sí sola. 

 

IV. Las amebas que no fueron condicionadas durante la inducción (migraron hacia el 

cátodo en presencia de ambos estímulos) mantuvieron su comportamiento normal 

en presencia de campo eléctrico (migraron hacia el cátodo de nuevo). 

 

V. Los test de Wilcoxon realizados para la comparación de los cosenos de 

desplazamiento del nuevo comportamiento condicionado con los controles 

realizados demuestran que estos son significativamente diferentes y no pueden 

darse por azar. 

 

VI. Los comportamientos observados son consistentes con un proceso de 

condicionamiento asociativo, siendo los resultados de nuestra investigación la 

primera evidencia de que un comportamiento así puede existir en células 

individuales. 

 

Los resultados de esta investigación constituyen la primera evidencia demostrada de que 

los organismos unicelulares tienen la capacidad de presentar comportamientos de 

condicionamiento, consistentes con la presencia de memoria asociativa. 

 

De hecho, este trabajo de investigación conforma la primera prueba que valida 

empíricamente el trabajo realizado previamente por nuestro grupo de trabajo (De la 

Fuente, 2013), en el que ya se describió en base a modelos matemáticos la emergencia de 

atractores tipo Hopfield en redes metabólicas formadas por sistemas enzimáticos 

autorregulados. Estos atractores son muy similares a los que surgen en redes neuronales 

y se caracterizan, entre otras cosas, por presentar procesos de memoria asociativa (De la 

Fuente, 2013). Esta memoria es una manifestación de las propiedades emergentes que 

subyacen las complejas dinámicas sistémicas de la red metabólica celular. 
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Aún es pronto para definir cuáles con los mecanismos moleculares encargados de 

almacenar la memoria celular de tipo asociativo. No obstante, existen evidencias de una 

memoria celular funcional, la cual se almacena en forma de marcas moleculares estables 

como la modificación postraduccional de proteínas o la epigenética (De la Fuente, 2015). 

Por ejemplo, las células procariotas parecen ser capaces de modificar su actividad de 

metilación-desmetilación para su adaptación a un gradiente químico (Webre, et al., 2003; 

Vladimirov & Sourjik, 2009; Stock & Zhang, 2013; Lang & Tu, 2016) mientras que las 

células eucariotas parecen realizar un proceso análogo a través de la alteración de sus 

dinámicas de fosforilación, entre otros procesos de modificación postraduccional (Li & 

Stock, 2009; Skoge, et al., 2014; Huang & Iglesias, 2014).  

 

En definitiva, nuestra investigación ha puesto de manifiesto que estas células aprenden 

nuevos comportamientos migratorios, los recuerdan y memorizan durante largos periodos 

de tiempo y posteriormente los olvidan. Nunca hasta ahora se habían observado 

semejantes comportamientos en organismos unicelulares. 

 

Nuestro estudio fue publicado en Nature Comunnications: 

 

De la Fuente I. M., et al. Evidence of conditioned behavior in amoebae. Nat. Com. 10, 

3690 (2019). 
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Conclusiones finales 
 

Hasta aquí, hemos desarrollado los elementos fundamentales de las líneas de 

investigación que conforman esta Tesis, cuyo objetivo fundamental es abordar desde una 

perspectiva integradora, multidisciplinar y cuantitativa dos cuestiones esenciales de la 

actividad sistémica de los organismos unicelulares que están profundamente 

interrelacionadas entre sí: (I) el papel del núcleo en la migración celular, y (II) los 

mecanismos esenciales de control de la migración celular. 

 

La primera cuestión que hemos abordado en nuestras investigaciones es tratar de 

esclarecer si el núcleo celular tiene un papel clave en la migración celular.  

 

La migración celular es un comportamiento sistémico, esencial en el desarrollo 

embriológico y el mantenimiento eficaz de las funciones celulares. En humanos, los 

errores en el control de los procesos migratorios celulares pueden tener consecuencias 

graves, como el retraso mental, el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y el 

cáncer.  

 

Para comprender el papel del núcleo en la migración celular, primero hemos obtenido 

experimentalmente y analizado cuantitativamente después, largas trayectorias 

migratorias de células perteneciente a la especie Amoeba proteus, tanto no enucleadas 

como enucleadas mediante micromanipulación. Todos los experimentos se hicieron bajo 

condiciones de ausencia de estímulo, y en superficies 2D. Es necesario subrayar que todas 

las trayectorias migratorias fueron exhaustivamente analizadas por medio de avanzadas 

herramientas físico-matemáticas no lineales y métodos computacionales. 
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Los hallazgos centrales de nuestro estudio son los siguientes: 

 

1. Tanto las células no enucleadas como las enucleadas muestran el mismo tipo de 

estructura de migración dinámica, la cual está caracterizada por correlaciones a largo 

plazo, no triviales, fluctuaciones de movimiento migratorio invariantes bajo escala, y un 

régimen de superdifusión. 

 

2. Esta estructura de migración caracteriza la forma en que ocurren los movimientos de 

locomoción. 

 

3. Dado que no se observaron diferencias cuantitativas entre las células enucleadas y no 

enucleadas, nuestros resultados cuantitativos confirman que la actividad nuclear no 

desempeña un papel importante en el control de la migración celular. 

 

Es interesante subrayar que poco después de que nosotros registramos nuestros resultados 

preliminares en “bioRxiv”, otro grupo de investigadores (Graham et al, 2018) utilizando 

métodos exclusivamente biológicos, ha podido corroborar que el núcleo no dirige los 

procesos de migración celular en condiciones 2D. Esta coincidencia con nuestros 

resultados, realizados desde una perspectiva estrictamente biológica y no cuantitativa, 

añade mucha más robustez a nuestro hallazgo, el cual constituye el primer análisis 

cuantitativo de la migración celular efectuado en células enucleadas. 

 

La segunda cuestión clave, que hemos planteado en nuestras investigaciones, es si existe 

una propiedad fundamental que regule la migración sistémica celular.  

 

Se conoce mucho de los mecanismos moleculares implicados en la locomoción celular, 

pero a pesar de los numerosos esfuerzos investigadores realizados hasta ahora, aún no 

conocemos cómo las células regulan de forma sistémica este importante comportamiento 

global. 

 

Para abordar nuestra tercera cuestión fundamental, hemos realizado un conjunto amplio 

de experimentos basados en los clásicos estudios de Iván Pávlov sobre reflejos 

condicionados. Como se sabe, el condicionamiento asociativo constituye una de las 

principales propiedades cognitivas desarrolladas por organismos multicelulares 

complejos, dotados de sistema nervioso central, desde cefalópodos hasta mamíferos. 

Pero, hasta ahora, un comportamiento similar nunca ha sido descrito en células 

individuales. 

 

En nuestros experimentos, hemos estudiado las trayectorias migratorias de más de 700 

células individuales, pertenecientes a dos especies de géneros distintos, la Amoeba 

proteus y la Metamoeba leningradensis. Ambas especies fueron sometidas a un campo 

eléctrico como estímulo condicionado y un péptido quimiotáctico específico como 

estímulo no condicionado.  

 

Los resultados indican, inequívocamente, que las células son capaces de establecer 

relaciones asociativas entre dos estímulos independientes entre sí (galvanotáctico y 

quimiotáctico). Este proceso de aprendizaje asociativo se mantuvo en el tiempo durante 

aproximadamente 45 minutos, en promedio (De la Fuente et al., 2019).  
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En definitiva, nuestra investigación ha puesto de manifiesto que estas células aprenden 

nuevos comportamientos migratorios, los recuerdan y memorizan durante largos periodos 

de tiempo y posteriormente los olvidan. Nunca hasta ahora se habían observado 

semejantes comportamientos en organismos unicelulares. 

 

Tal memoria asociativa parece ser una manifestación de las propiedades emergentes 

subyacentes a las dinámicas complejas de las redes metabólicas celulares, y 

correspondería, por tanto, a una memoria celular de tipo epigenético (De la Fuente 2015). 

 

De acuerdo con nuestras investigaciones, este proceso de condicionamiento asociativo es 

una propiedad fundamental de regulación de la migración celular, la cual abre nuevas 

perspectivas de investigación, reforzando el papel de la epigenética como uno de los 

principales focos de avance en la investigación biológica de los próximos años. Nuestro 

estudio sobre el condicionamiento asociativo celular constituye la primera constatación 

experimental de memoria asociativa en organismos unicelulares. 

 

En resumen, el objetivo de la Tesis que aquí se presenta ha sido abordar, desde una 

perspectiva integradora, multidisciplinar y cuantitativa, dos procesos funcionales 

dinámicos, interrelacionados entre sí, implicados en algunas respuestas sistémicas, 

esenciales para la vida celular. A este enfoque lo hemos denominado Biología Celular 

Sistémica, y representa un intento de estudiar las propiedades globales de las células a 

partir de su integración funcional dinámica. Por tanto, se trata de un nuevo marco 

conceptual para abordar el estudio de comportamientos metabólicos y moleculares 

sistémicos en los organismos unicelulares. 

 

Las líneas de investigación que hemos descrito en esta memoria se han desarrollado desde 

un punto de vista integrador, donde se ha tenido en cuenta diferentes aspectos de la 

complejidad funcional de la célula, las interacciones entre diferentes sistemas 

metabólicos y los mecanismos implicados la regulación de la migración celular. La 

multidisciplinariedad también ha sido esencial; en las dos investigaciones se han 

combinado diversas técnicas y diseños experimentales provenientes de diferentes 

especialidades biológicas. Así mismo, la Física Estadística y las Matemáticas han sido 

igualmente esenciales para la consecución de la dimensión cuantitativa de estos trabajos 

de investigación. 

 

La combinación de las Ciencias Cuantitativas y las Ciencias de la Vida proporcionan una 

riqueza de conocimiento extraordinaria. Por sí solas, ni las Ciencias Biológicas ni las 

Cuantitativas habrían podido alcanzar las conclusiones que aquí se presentan. 

Afortunadamente una parte importante de la comunidad científica coincide en la 

necesidad de subrayar la importancia y el potencial de la aplicación de las Ciencias 

Cuantitativas a las Ciencias de la Vida. Como una pequeña reflexión final, permítanme 

terminar la memoria de esta Tesis, haciendo referencia a un artículo publicado, no hace 

mucho, en la revista “Science” escrito por el Premio Nobel Phillip Allen Sharp, y avalado 

por más de 100 científicos, el cual subraya la enorme utilidad que ofrecen las Ciencias 

Cuantitativas para el avance de las Ciencias de la Vida (Sharp & Hockfield, 2017). 

 

Por añadidura, el continuo aumento de la capacidad de computación, la mejora 

tecnológica para la obtención de datos de interés biológico, y el avance en los campos de 

inteligencia artificial y análisis masivo de datos, así como la posibilidad de trabajar 
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remotamente a través de internet supone una oportunidad única en la historia para aplicar 

una perspectiva integradora, multidisciplinar y cuantitativa a las Ciencias de la Vida. 

 

Por todas estas razones planteamos este enfoque integrador, multidisciplinar y 

cuantitativo, como marco conceptual para el estudio de la vida, en todas sus prodigiosas 

manifestaciones biológicas.  
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En este Anexo se recogen los manuscritos originales o las publicaciones (bajo licencia 

creative commons) correspondientes a las investigaciones en las que he participado a lo 

largo de esta tesis. 

 

En primer lugar, se encuentra el primer proyecto en el que colaboré, mi primera 

publicación científica, a la cual siguen los dos trabajos centrales a los que he dedicado la 

mayor parte de mis esfuerzos durante estos años, en el mismo orden en el que se discuten.
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