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RESUMEN

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organelo membranoso presente en
todos los eucariontes. Su estructura, altamente compleja, consiste en una red
continua de tubulos y cisternas, que se reorganizan continuamente en términos de
tamafio, interconectividad y disposicion, lo que denominaremos dinamica estructural
del RE. La dindmica estructural del RE depende principalmente del citoesqueleto de
microtdbulos (MTs) y proteinas asociadas a este tltimo.

Aunque esta bien establecido que los procesos biofisicos pasivos de difusion
simple contribuyen de manera significativa al transporte de proteinas a través del
RE, se desconoce si existen componentes adicionales que podrian suministrar una
fuerza motriz, como la dinamica estructural del RE. Las aproximaciones actuales
para medir el transporte en las células se basan en métodos de perturbacion, como
la recuperacion de fluorescencia después del fotoblanqueo (FRAP). Estos métodos
son Utiles para evaluar el transporte de las poblaciones de proteinas, sin embargo,
solo se pueden aplicar a nivel global, obteniendo un coeficiente de difusién (D) sin
consideraciones de los cambios en la estructura en la cual se evaltia. Ademas, son
poco efectivos para detectar multiples D en un mismo compartimento celular.
Evidencia acumulada permite suponer que la variedad de movimientos subcelulares
es mucho mas extensa de lo que ha podido ser descrito hasta el momento,

principalmente por falta de herramientas metodoldgicas.

En esta tesis se desarrollé un método basado en microscopia 6ptica para
cuantificar el transporte de proteinas en micro-regiones del RE llamado

microFRAPs, en células COS-7 marcadas con KDEL-mRFP (una sonda

Xv




fluorescente especifica para el RE), mediante microscopia confocal de disco
rotatorio y analisis de imagenes. Se cuantificé el transporte de proteinas por
microFRAP de dominios individuales del RE obteniendo D y la fraccién movil en un
tubulo individual. Las estimaciones de D sugieren que la difusién de proteinas
luminales en microdominios es mas lenta que en regiones de mayor tamafio. Estos
resultados revelan un componente adicional a la difusién pasiva descrita
anteriormente.

Por otra parte, se formulé un nuevo descriptor matematico-computacional
para cuantificar la dinamica estructural del RE con una alta resolucién temporal,
llamado indice de dinamica (D), usando analisis de autocorrelacion y la estimacion
de la energia de movimiento. Ademas, se generé un gold-standard para evaluar el
rendimiento de ID bajo condiciones simuladas y en células vivas, permitiendo
cuantificar la dindmica de una red cerrada con un Unico indice matematico: el 1D,
algo que no esta descrito en la literatura.

Finalmente aplicamos la metodologia para evaluar simultadneamente cambios
en ID y D en condiciones control y bajo modificacion de la dinamica estructural del
RE con drogas que modifican la estabilidad del citoesqueleto. Observamos una
disminucién en el D correlativa a una caida del ID producto del tratamiento
farmacoldgico.

Nuestros resultados contribuyen a generar herramientas matematicas para
cuantificar la dindmica del RE y el transporte de proteinas para una comprension de
su importancia en la fisiologia celular. Especificamente, los parametros ID y D

proporcionan una combinacién Gnica para correlacionar a nivel local y global el
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transporte de proteinas y dinamica estructural del RE, estableciendo una nueva

metodologia para evaluar la relacién entre estas propiedades del organelo.
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ABSTRACT

The endoplasmic reticulum (ER) is a membranous organelle present in all
eukaryotic cells. It is organized as a single, spatially continuous and geometrically
complex network of tubules and cisternae that undergoes major structural changes
during time, regarding size, interconnectedness and disposition, in a phenomenon
that we will call ER structural dynamics. This ER structural dynamics depends mainly
on the microtubule (MT) cytoskeleton and its associated proteins.

Although it is well established that biophysical processes of simple passive
diffusion contribute significantly to protein transport, it remains unknown whether
there is an influence of other components such as, ER structural dynamics. Current
approaches for measuring intracellular transport are based on perturbation methods
such as fluorescence recovery after photobleaching (FRAP). These approaches are
useful to evaluate the transport of protein populations; however, they can only be
applied at global level, in order to compute a diffusion coefficient (D) that does not
account for changes in the structure from where it is computed. Moreover, they are
ineffective for detecting multiple Ds within the same cellular compartment.
Accumulated evidence suggests that the variety of subcellular movements is much
more extensive than described so far, mainly due to the lack of methodological tools.

In this thesis we developed a method based on optical microscopy to quantify
protein transport in micro-regions of the ER called microFRAPSs, applied to COS-7
cells transfected with mRFP-KDEL (ER-specific fluorescent probes), and using
spinning-disk confocal microscopy and image analysis techniques. We measured

protein transport by microFRAP in individual domains, obtaining values for D and the
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mobile fraction for a single ER tubule. We compared changes in the measured D
after modifying the dynamics of the ER network. Our measurements indicate that the
diffusion of luminal proteins in micro-regions is slower when compared to typical
FRAP measurements for larger regions. Our findings suggest a component
additional to the passive diffusion previously described.

We also formulated a novel mathematical-computational descriptor to
evaluate the ER structural dynamics, called the dynamic index (DI), based on
autocorrelation analysis and motion energy estimations. In addition, we produced a
gold standard in order to evaluate its performance for simulated conditions and living
cells. This allowed us to quantify the dynamics of a closed network with a single
numerical index, the DI, which has not been previously described.

Finally, we applied our methodology to assess changes in D and DI, under (j)
control conditions, and (ii) modified ER structural dynamics by pharmacological
treatments that alter the cytoskeleton stability. We observed a correlated decrease
in the D and DI values, caused by the drug treatment.

Our findings contribute to generate a mathematical toolbox to quantify the ER
structural dynamics and protein transport, in order to locally and globally correlate
protein transport and ER structural dynamics, hence setting a new methodology to

evaluate the relationship between them.
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1. INTRODUCCION

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organelo multifuncional que participa
en procesos esenciales para la fisiologia celular tales como el movimiento
intracelular de Ca?, sintesis de lipidos, homeostasis de glucosa, y regulacion de los
niveles de acido araquidénico. Constituye el primer compartimento en la ruta
secretora, realizando la sintesis, modificacién, ensamblaje y transporte de la
mayoria de las proteinas secretadas, las destinadas a la membrana celular y las
que residen en los compartimentos de las vias endociticas (Friedman and Voeltz,
2011; Nikonov and Kreibich, 2003; Park and Blackstone, 2010; Westrate et al.,
2015).

Tradicionalmente el RE se ha estudiado mediante microscopia electronica
(Palade and Porter, 1954) clasificandolo en tres regiones: (i) el RE rugoso (RER),
que se caracteriza por poseer un gran ndmero de ribosomas adheridos a su
membrana, lo que le permite cumplir su funcidn en la sintesis de proteinas; (ii) el RE
liso (REL), cuya funcién se relaciona con el transporte de proteinas, la sintesis de
lipidos, la homeostasis del Ca?* y el establecimiento de contactos con otros
organelos (Baumann and Walz, 2001); y (iii) la envoltura nuclear que acttia como
barrera fisica separando los cromosomas del citoplasma (Lu et al., 2011). Tanto en
el REL como en el RER se identifican ttbulos, trifurcaciones y cisternas los que se

denominara en su conjunto como microdominios estructurales (Figura 1).
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Figura 1 Microdominios estructurales del RE.

(A) Reconstruccion tridimensional de una célula COS-7, transfectadas con la proteina KDEL-RFP,
un marcador fluorescente de RE (pseudocoloreada en verde) y mNeonGreen soluble, para el
citoplasma (pseudocoloreado en rosado). Se aprecian sus diferentes microdominios estructurales,
cisternas y tubulos. (i) Reconstruccion tridimensional de la serie de imagenes fluorescente. (ii)
Representacion tridimensional del volumen generada mediante variaciones de la opacidad el
contraste y el brillo. (B) llustracion esquematica de la estructura de la RE en una tipica célula no
polarizada (morado), se distinguen tres regiones: la envoltura nuclear; el RE rugoso (RER), que es
rico en ribosomas (azul claro); y el RE liso (REL) formando una red tubular que contiene menos
polirribosomas. llustracion original Couve-Lab, adaptada de (Gonzalez and Couve, 2014). (C)
llustracion esquematica de microdominios del RE donde se aprecia como la membrana (gris), forma
una cavidad interior acuosa denominada lumen (celeste).




1.1. Estructura del RE

El RE es una estructura membranosa, que envuelve una cavidad interior
acuosa denominada lumen, la cual ha sido caracterizada en diferentes
microdominios interconectados; sacos aplanados denominados “cisternas”, y
tabulos interconectados entre si denominados ‘“trifurcaciones” (Figura 1), siendo
presencia de estos microdominios es altamente conservada en los eucariontes,
desde células vegetales hasta neuronas (Palade and Porter, 1954; Porter et al.,
1945; West et al., 2011a).

Los tabulos poseen un diametro caracteristico entre 40 a 100 nm, el cual es
generado mediante la accién de diversas proteinas de la familia de reticulones y
DP1/REEP/Yop1 que poseen la propiedad de incrustarse como cufias en el lado
externo de la membrana del RE, induciendo la curvatura observada en los ttbulos
(Shibata et al., 2008; Voeltz et al., 2006). Estas proteinas inducen incluso la
formacién de tabulos a partir de proteoliposomas (Shibata et al., 2008), y promueven
el aumento de la proporcién de tabulos en relacion a la cantidad de cisternas (Huet
al., 2009; Voeltz et al., 2006).

Las cisternas tienen una estructura de sacos aplanados con diferentes
extensiones, pero con una distancia caracteristica y constante. En estas se han
descrito una serie de proteinas responsables de esta estructura, destacando la
proteina de transmembrana de 63 kDa CLIMP63. Esta proteina se encuentra
ubicada en ambas caras de la cisterna y la interaccién homotipica de sus segmentos
luminales funciona como un preciso espaciador (Klopfenstein et al., 2001;

Schweizer et al., 1995). De manera complementaria, las proteinas de la familia de
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los reticulones se ubican en la periferia de la cisterna, consiguiendo que la
membrana logre grados de curvatura imposibles para una bicapa lipidica por si
misma (Voeltz et al., 2006). Adicionalmente se ha observado que las cisternas son
capaces de asociarse entre si, mediante la adhesién de sus proteinas de membrana
por apilamientos ordenados del RE (Snapp et al., 2003b), demostrandose también
que estos apilamientos de membrana adoptan un orden tipo “estacionamiento de
autos”, en el que diferentes niveles se conectan a través de rampas helicoidales, en
una configuracién que maximiza la eficiencia en el transporte (Terasaki et al., 201 3).

Por otra parte, el estudio en células vivas mediante la combinacién de
microscopia DIC y de fluorescencia ha permitido visualizar como estos
microdominios del RE se encuentran en constante reordenamiento, y deformacion
(Dabora and Sheetz, 1988; Hu et al., 2009; Lee and Chen, 1988: Orso et al., 2009;
Pendin et al., 2011; Prinz et al., 2000; Terasaki, 1990; Terasaki et al., 1986; Terasaki
et al., 2013; Voeltz et al., 2006). Este conjunto de cambios sera denominado en lo

sucesivo dinamica estructural del RE.




1.2. Dinamica estructural del RE.

Los mecanismos celulares y moleculares que generan y mantienen la
compleja estructura del RE han sido ampliamente estudiados. La primera
descripcién de la dinamica estructural del RE fue realizada por Lee y colaboradores
en 1988 (Lee and Cheen, 1988), indicando por una parte la inexistencia de eventos
de fision en el RE y por otra parte describiendo detalladamente diferentes eventos
dinamicos: extension de tibulos, cierre de anillos poligonales, y desplazamiento de
trifurcaciones del RE (Figura 2). También se mencionan otra clase de eventos como
vibraciones e inmovilizacion de microdominios.

En cuanto a la generacion de la geometria poligonal del RE, se ha descrito
que una fraccion purificada de membranas de RE en conjunto con ATP y GTP en
presencia de la GTPasa Atlastina, son suficientes para la reconstitucion in vitro de
las trifurcaciones y por consiguiente de la red (Dreier and Rapoport, 2000; Orso et
al., 2009), demostrando que no se requieren proteinas del citoesqueleto para la
generacion de la red. Este hallazgo ha tomado gran relevancia debido a la
asociacion directa de mutaciones de la GTPasa Atlastina con un conjunto de
patologias motoras denominadas paraparesias espasticas hereditarias (Park et al.,
2010). A pesar de esta evidencia el citoesqueleto es fundamental en el
mantenimiento de la estructura del RE in vivo, y en casi la totalidad de los
mecanismos de su dindmica estructural (Tabla 1, columna 8; relevancia del

citoesqueleto).
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Figura 2 Primera descripcion en la literatura de la dindmica estructural del RE.

Figura modificada desde Lee and Chen 1998. (A) Células CV-1 tratada con con DiCs(3) marcador de
organelos membranosos, utilizado para visualizar el RE. Barra de escala 5.5 um. (B) Mediante el
seguimiento de la misma célula en diferentes tiempos se demostré la existencia de eventos
dinamicos: (i) ramificacién de tdbulos; (ii) colapso de anillo; y (iii) deslizamiento de trifurcaciones.
Panel superior indica un dibujo representativo de cada movimiento tomado desde el articulo original.
Barra de escala 1 um.




1.3. Participacion del citoesqueleto en los mecanismos convencionales de

la dinamica estructural del RE.

El citoesqueleto es el principal generador de la dinamica celular, controlando
procesos tales como el trafico de membranas, el posicionamiento de los organelos,
el transporte intracelular, la divisién y el establecimiento de la polaridad celular
(Fletcher and Mullins, 2010). Estructuralmente el citoesqueleto es un entramado
tridimensional compuesto de microfilamentos de actina, filamentos intermedios y
microtubulos (MTs). El citoesqueleto de MTs esta intimamente relacionado con el
RE, evidenciandose co-distribucién de sus componentes en extensas zonas, motivo
por el cual se ha estudiado intensamente su papel en la dinamica estructural del RE
(Allan, 1995; Dabora and Sheetz, 1988; Terasaki et al., 1986; Waterman-Storer et
al., 1995; Waterman-Storer and Saimon, 1998).

Los MTs son polimeros polarizados de a 'y B tubulina que son regulados por
modificaciones post-traduccionales y por proteinas asociadas que influyen tanto en
la estabilidad del polimero, como en la asociacién de este a motores moleculares
(Nogales, 2000). CLIMP63, ademaés de participar en la generacion de cisternas, ha
sido la primera proteina descrita en la relacién RE-MTs. Esta proteina se encuentra
inserta en la membrana del RE y se une directamente a MTs promoviendo la
elongacion de los tabulos del RE hacia la periferia de la célula (Klopfenstein et al.,
1998; Shibata et al., 2010). Adicionalmente, un gran numero de proteinas que
asocian de manera estable MTs al RE han sido descritas, entre ellas huntingtina,
P22 (proteina de unién a Ca?), VAMPB (proteina asociada a membranas de

vesiculas), y quinectina (Vedrenne and Hauri, 2006).
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Los movimientos del RE basados en MTs han sido implicados en la
expansion y reorganizacion de la red tubular del RE (Friedman et al., 2010a; Hoth
and Penner, 1992; Soboloff et al., 2012; Waterman-Storer et al., 1995; Waterman-
Storer and Salmon, 1998; Wozniak et al., 2009) aceptandose hasta el momento que
son el componente mas relevante de la dinamica estructural del RE en células
animales (Tabla 1).

Dos mecanismos asociados al citoesqueleto de MTs regulan la extensién de
tabulos del RE, diferenciandose principalmente por su velocidad, frecuencia, y
mecanismos moleculares involucrados: (i) deslizamiento, que corresponde a la
rapida extensién de un tabulo del RE mediante su asociacién a un motor molecular
del tipo dineina o quinesina que lo transporta a lo largo de un MT preexistente,
preferentemente estabilizado por modificaciones post-traduccionales como
acetilaciones (Friedman et al., 2010a; Waterman-Storer et al., 1995; Waterman-
Storer and Salmon, 1998; Wozniak et al., 2009); (ii) TAC (por sus siglas en inglés
Tip Attachment Complex), que corresponde a la asociacién de un tdbulo del RE al
extremo en crecimiento del MT, asocidndose y extendiéndose en conjunto
(Friedman et al., 2010a; Waterman-Storer et al., 1995; Waterman-Storer and
Salmon, 1998; Wozniak et al., 2009). El movimiento tipo TAC es esencial para la
abastecimiento de Ca?* luminal desde la zona extracelular hacia el interior del RE
en un proceso llamado almacenamiento operado por la entrada de Ca2* (store-
operated calcium entry, SOCE) (Hoth and Penner, 1992; Soboloff et al., 2012).

Ambos movimientos, deslizamiento y TAC, son los principaleg eventos de
dindmica estructural reportados en la literatura, observando su presencia en

numerosos modelos y su relevancia en procesos fisioldgicos relacionados al RE.
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Por este motivo seran denominados mecanismos convencionales de la dinamica

estructural del RE, que se detallan en la Tabla 1.

1.4. Mecanismos no convencionales de la dindmica estructural del RE.

Como se indica arriba, los mecanismos convencionales de la dinamica
estructural del RE han sido ampliamente abordados en la literatura (Westrate et al.,
2015). Sin embargo, las descripciones clasicas hacen alusién mayoritariamente solo
a un nimero muy particular de eventos como deslizamiento de tibulos y cierre de
anillos poligonales, siendo excluido un gran nimero de eventos facilmente
observables en diferentes modelos, como deslizamiento de una trifurcacion,
retraccion, oscilaciones, los cuales han sido mencionados en la literatura, pero
sobre los cuales se desconoce su relevancia. Estos eventos seran referenciados

como mecanismos no convencionales (Tabla 1).

A pesar de que convencionalmente la dindmica estructural ha sido asociada
principalmente a MTs en células animales, se ha demostrado en menor medida su
relacién con microfilamentos, observandose que la retraccién de ttbulos hacia el
centro de la célula es perturbado cuando se afecta el ensamblaje de los
microfilamentos o los motores de actina (Terasaki and Reese, 1994; Waterman-
Storer and Salmon, 1998; Wozniak et al., 2009). También el RE sufre un movimiento
pasivo debido a flujos del citoplasma los que han sido descritos ampliamente en
células vegetales (Goldstein et al., 2008; Verchot-Lubicz and Goldstein, 201 0)y

animales (Ajduk et al., 2011; Bradke and Dotti, 1997), vinculando su origen




principalmente a la contraccién de redes de actina (Ajduk et al., 2011; Niwayama et
al., 2011; Serbus et al., 2005). Sin embargo, la relevancia fisiolégica de estos
cambios es todavia confusa pues no induce cambios evidentes en la morfologia del
RE en estas células.

Por otra parte, existe evidencia que le resta relevancia a la relacién entre MTs
y RE. En particular: (i) el alineamiento del RE y los MTs no ocurre a través de toda
la estructura del RE (Shibata et al., 2006; Terasaki et al., 1986); (ii) los MTs o
microfilamentos no son necesarios para la generacion de la estructura tubular del
RE in vitro (Dreier and Rapoport, 2000); (iii) la retraccién hacia el centro de la célula
es un proceso independientes de MTs (Terasaki and Reese, 1994); y (iv) el RE no
colapsa completamente luego de la despolimerizacién de componentes del
citoesqueleto (Shibata et al., 2006; Terasaki et al., 1986). Esta complejidad en la
relacion existente entre el citoesqueleto y la dindmica estructural del RE sugiere la

existencia de mecanismos adicionales, los cuales han sido pobremente descritos.
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1.5. Cuantificacién de la dinamica estructural

La descripcion de la dindamica estructural del RE se ha abordado de muiltiples
maneras cualitativas, identificando una amplia diversidad de movimientos. No
obstante, el desarrollo de herramientas para su analisis cuantitativo a través de
analisis de imagenes de microscopia Optica alin se encuentra en progreso. La
principal dificultad de los métodos cuantitativos es la estructura del RE, la cual
puede modelarse como una red no orientada (grafo no direccionado) en la que
eventos de diferente magnitud y frecuencia ocurren en miuiltiples regiones. En este
contexto una herramienta ideal de cuantificacion de la dinamica estructural del RE
tendria como objetivos: identificar y localizar el evento dinamico, medir su velocidad,
frecuencia, orientacién e idealmente las fuerzas involucradas.

Las herramientas actuales se han focalizado principalmente en describir
parametros estructurales como la longitud de los tubulos (Puhka et al., 2012a;
Puhka et al., 2007a; West et al., 2011b), su didametro (West et al., 2011b), y los
grados de ramificacién (Puhka et al., 2012a; Puhka et al., 2007a), presentando
grandes complicaciones al ser aplicadas sobre series temporales. Por otra parte,
nuevas metodologias en 6ptica y procesamiento de imagenes han puesto su interés
en la descripcion cuantitativa sin necesariamente identificar el tipo de proceso
dinamico subyacente; algunas de estas son resumidas en la Tabla 2.

Adicionalmente, restricciones experimentales dificultan la implementacion de
estas metodologias entre ellas: (i) los ejemplares tienen distinta cantidad de tibulos
y cisternas, e incluso entre modelos muy similares se observan grandes variaciones

en la frecuencia y velocidad de movimiento (Wozniak et al., 2009); (ii) las respuestas
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de células vivas son demasiados complejas dificultando Ia interpretacion de los
resultados, por ejemplo, la alteracion del citoesqueleto la dinamica estructural del
RE, modificando ademas la relacién tubulo/cisternas en la célula completa, junto
con muchos ofros procesos subcelulares (Costantini and Snapp, 2013).

Estas restricciones han motivado el desarrollo de innovadoras herramientas
de microscopia y procesamiento de imagenes, resumidas en la Tabla 2, las que atn
son insuficientes para describir los mecanismos convencionales de la dinamica
estructural del RE, y no consideran todos los demas eventos de dinamica estructural
no convencional. Por lo tanto, es, necesario el desarrollo de nuevas herramientas
cuantitativas para identificar y clasificar eventos de dinamica estructural avanzando

en el entendimiento de su relevancia fisioldgica.
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Técnicas de estimulacion microscoépica

Microscopia de fase dinamica: (Vyshenskaya et al., 2014)
Microreologia: (Weihs et al., 2006)

Pinzas opticas: (Hawes et al., 2010)

Captura laser de organelos: (Sparkes et al., 2009b)
Estrés de compresion: (Booth-Gauthier et al., 2012)

Técnicas de procesamiento de imagenes

Persistencia de trifurcaciones: (Lin et al., 2014)

Desplazamiento de trifurcaciones y velocidad promedio: (Bouchekhima et
al., 2009)

Anidlisis de persistencia de centros de masas: (Shemesh et al., 2014)
Esqueletonizacion: (Bucksch et al 2010, Ma et al 2002, Au et al 2008)
Vectores de desplazamiento por flujo 6ptico: (Stefano et al., 2014; Ueda et
al., 2010)

Otros modelos que podrian ser adaptados a RE

e Microscopia fluorescente de salpicaduras: (Fluorescent speckle
microscopy), (Waterman-Storer et al., 1998)

Tabla 2. Metodologias de analisis de la dinamica estructural del RE.
Resumen de diferentes técnicas opticas y de procesamiento de imagenes utilizadas en la
cuantificacion de la dinamica estructural del RE.




1.6. Estructura del RE y su relevancia en el transporte de proteinas

Las proteinas sintetizadas en el RE se posicionan en el lumen (para la
secrecién) o en su membrana (proteinas de transmembrana), y pueden ser
transportadas a través de la red continua de tibulos y cisternas (Baumann and
Walz, 2001; Wickner and Schekman, 2005). El transporte de proteinas a través del
RE es altamente relevante en los eventos de exportacion, las reacciones enzima-
sustrato, y la formacion de dominios especializados de interaccion con otros
organelos. Parametros relevantes incluyen la modificacion de la velocidad y el
tiempo de permanencia de las proteinas en las diferentes regiones y microdominios

del RE (Lai et al., 2010; Sandefur and Schnell, 2011; Simon et al., 1992).

1.7. Transporte pasivo y activo de proteinas reticulares

Para evaluar el transporte de proteinas a través del RE se han utilizado
preferentemente lineas celulares adherentes como células COS-7, que poseen el
RE extendido principalmente en un sélo plano facilitando el rapido registro, y
utilizando diferentes aproximaciones experimentales como la espectroscopia de
correlacién de fluorescencia (FCS) (Enderlein et al., 2005), el seguimiento de
proteinas fotoactivables o fotoconvertibles (Runions et al., 2006) y la recuperacion
de la fluorescencia luego del fotoblanqueo (FRAP). A partir de estas metodologias
se obtienen los coeficientes de difusion (D) utilizados para describir la facilidad con

la que se transportan las proteinas (Olveczky and Verkman, 1998).
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El transporte de proteinas reticulares puede suceder por medio de dos
mecanismos generales: (i) transporte pasivo (difusién), que es la manifestacion de
la agitacién térmica presente en todos los sistemas en equilibrio y es cominmente
referido como movimiento Browniano. La difusién ha sido descrita con la ecuacion
de Stokes—Einstein, que relaciona un valor de coeficiente de difusion (D) con
variables fisicas especificas del sistema (Brown 1828; Einstein 1905); vy (ii)
transporte activo, que se define como el mecanismo mediante el cual las moléculas
son transportadas fuera del equilibrio contra o a favor de un gradiente, con un gasto
de energia (Lippincott-Schwartz et al., 2001; Miyawaki, 2011).

La difusién simple se puede evaluar gracias a que sigue leyes fisicas bien
establecidas descritas por la ecuacién de Stokes—Einstein. En un sistema donde
so6lo ocurre difusién simple, D depende de tres variables: temperatura, viscosidad,

y radio hidrodinamico.

Ecuacion de Stokes-Einstein

kT D = Coeficiente de difusion
K= Constante de Boltzmann
T =Temperatura absoluta

= GRnRh n = Viscosidad

Rh = Radio hidrodindmico

El aumento en la temperatura genera mayor movimiento browniano
(desplazamiento cuadratico medio) y aumento en los valores en D, mientras que
incrementos en el tamafio del objeto o en la viscosidad del medio que la rodean
disminuiran D. Sin embargo, cuando el transporte pasivo no se ajusta al modelo de
difusién simple las diferencias en D pueden interpretarse como el resultado de

diversos procesos: colisiones con obstaculos, heterogeneidades en la viscosidad
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del medio, e interacciones de asociacion-disociacién (cambio en el radio
hidrodinamico), lo que se entiende por difusién anémala (Garcia-Perez et al., 1999).

Comunmente se presume que el transporte activo posee direccionalidad (e.g.
trafico vesicular), no obstante, si un movimiento no es claramente direccional puede
ser pasivo o activo, lo cual no siempre es correctamente interpretado confundiendo

facilmente difusién anémala con transporte activo (MacKintosh, 2012).
1.8. Regulacion del transporte de proteinas a través del RE

Como se menciond arriba, procesos biofisicos pasivos como la difusion
simple (Brown 1828; Einstein 1905), contribuyen de manera significativa al
transporte de proteinas a través del RE (Dayel et al., 1999), lo que ha sido
corroborado en modelos bioldgicos y en simulaciones computacionales (Olveczky
and Verkman, 1998; Sbalzarini et al., 2005). Sin embargo, se presume que la
difusion simple es el Ginico mecanismo de transporte al interior del RE (Cui-Wang et
al., 2012), a pesar de que procesos adicionales a la difusién han sido propuestos.
En Saccharomyces cerevisiae se estima que 460 proteinas ingresan por segundo
al RE, lo cual podria generar un flujo en su interior (Vincent et al., 2014). De forma
coherente, en este mismo modelo se ha observado que es posible obstaculizar la
difusion mediante barreras mecanicas (Chao et al., 2014). Finalmente, en células
vegetales se ha observado, tanto en RE como en otros organelos tubulares
(tilacoides), que el movimiento de proteinas es mas rapido de lo predicho

I
Unicamente por la difusién simple (kirchhoff etal., 2011; Kohler et al., 2000; Runions

et al., 20086). |
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En conjunto, la evidencia disponible permite proponer que el transporte de
proteinas al interior del RE de células animales es un proceso mas complejo que
dependeria no s6lo del transporte pasivo, sino que también podria estar influenciado
por otros factores, entre ellos la dindmica estructural de RE.

Para resolver esta pregunta, es necesario superar las limitaciones de las
técnicas actuales. Se requiere generar o adaptar métodos que permitan: (I) describir
eventos de movilidad subcelular como el transporte de proteinas al interior de
microdominios del RE, y (Il) Cuantificar la dinamica estructural del RE, (lll) Ser
capaz de evaluar simultineamente estos pardmetros simultdneamente y asi
correlacionar el transporte de proteinas del RE y su dinamica estructural y de esta

manera aproximarse a su participacion en la fisiologia celular.
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2.- HIPOTESIS

Un indice de dindmica y microFRAPs permiten cuantificar la dinamica
estructural, el transporte de proteinas en microdominios del RE y establecer

correlaciones entre ellos.

3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo General

Establecer metodologias de andlisis cuantitativo de la dinamica estructural
del RE y del transporte de proteinas a través de ttbulos individuales que permitan
cuantificar estos eventos de movilidad subcelular y evaluar la correlacion existente

entre ellos.
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e

3.2.- Objetivos Especificos

OE1.- Caracterizar el transporte de proteinas reticulares en células COS-7,
implementando una metodologia de fotoblanqueo y recuperacién (FRAP) en tibulos

individuales del RE (micro-FRAPS).

OE2.- Caracterizar la dinamica estructural del RE en imagenes de
microscopia de células COS-7, mediante la generacién de un indice matematico

(indice de dinamica, ID).

OE3.- Determinar la correlacién entre ID y micro-FRAPs mediante

tratamientos farmacolégicos que modifican la dinamica estructural en células COS-

7.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales
4.1.1. Anticuerpos

Anti-GFP (ab6556, Abcam Cambridge, UK), Anti-KDEL de raton (StressGen,
Ann Arbor, MI, USA), Anti-lgG de conejo y ratén acoplado a peroxidasa de rabano

(HRP, Jackson InmunoResearch Labs West Grove, PA, USA).

4.1.2. Lineas Celulares
COS-7 (ATCC N° CRL-1651), Origen: higado, de Cercopithecus aethiops

(ATCC, Manassas, VA, USA).

4.1.3. Plasmidios
PEGFP-N1 (EGFP; Clontech, Mountain View, CA), pDsRed2-ER (ER-RFP;

Mountain View, CA), pEYFP-ER (Clontech, Mountain View, CA, USA).

4.1.4. Cultivo celular

Bicarbonato de sodio (GIBCO, Carlsbad, CA, USA), Glutamina (Sigma
Chemicals Co, St. Louis, MO, USA), Fungizona (GIBCO, Carlsbad, CA, USA), Medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alta glucosa (GIBCO, Carlsbad, CA, USA),
OptiMEM (GIBCO, Carlsbad, CA, USA), placas para cultivo celular (BD Falcon, San
Jose, CA, USA), suero fetal bovino (Biological Industries Ltd. Kibbutz Beit Haemek,

Israel), Tripsina/EDTA 10X (GIBCO, Carlsbad, CA, USA).
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4.1.5. Inmunoblot

Acrilamida/Bis-acrilamida (Sigma Chemicals Co, St. Louis, MO, USA),
Persulfato de amonio (Sigma Chemicals Co. St. Louis, MO, USA), Bradford (Bio-
Rad, Hércules, CA, USA), Ditiotreitol (DTT; Sigma Chemicals Co St. Louis, MO,
USA), liquido revelador y liquido fijador de Kodak (Curitiba, Brasil).

Marcador de peso molecular de proteinas pretefiido, rango amplio 19-118
kDa (Winkler, Lampa, Santiago, Chile), membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad,
Heércules, CA, USA), metanol técnico (TCL, Santiago, Chile), N,N,N,N -Tetrametil-
Etilenediamina (TEMED; Sigma Chemicals Co. St. Louis, MO, USA), placas
fotogréaficas (Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Londres, Inglaterra),
Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, Illinois, USA), Tween

20 (Sigma, St. Louis, Missouri, USA).

4.1.6. Drogas

Acido  4-(2-hidroxietil)-piperacin-1-etano-sulfénico  (HEPES),  Acido
etilenglicol-bis (2 aminoetileter) N,N,N’,N’ tetraacético (EGTA), Acido piperacin-1,4-
bis(2-etanosulfénico) (PIPES), Brefeldina A (BFA; Sigma Chemicals Co. St. Louis,
MO, USA), Nocodazol (Sigma Chemicals Co. St. Louis, MO, USA), Taxol (Sigma

Chemicals Co. St. Louis, MO, USA).

4.1.7. Biologia molecular
1 kb DNA Ladder (GIBCO, Carlsbad, CA, USA), columnas para purificacion

de ADN plasmidial QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA),
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Columnas para purificacion de ADN plasmidial QI AGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN,

Valencia, CA, USA).

4.2 Métodos
4.2.1. Cultivos celulares.

Las células fueron cultivadas utilizando procedimientos estandarizados:
medio DMEM alto en glucosa 4500 mglL, L-glutamina 4 mM,
Penicilina/Estreptomicina 1% y Fungizona 0.25 ug/mL, 10% de suero fetal de bovino
previamente inactivado. Las células fueron mantenidas en una incubadora
humidificada, mantenido a 37°C con 5% de COg, y cada cuatro meses se

recambiaron, en las cuales previamente se demostré estar libres de Mycoplasmas.

4.2.2. Preparacion de los cubreobjetos

Para asegurar la adhesion de las células al cubreobjetos y una adecuada
extension de ellas sobre estos, los cubreobjetos fueron tratados con un medio
adhesivo HistoGrip 50X (Life Technologies) diluido en acetona hasta una
concentracion de 1X. Los cubreobjetos fueron sumergidos en esta solucién 10
veces, seguido de 3 lavados en agua destilada estéril, secado a temperatura

ambiente en condiciones de esterilidad y almacenados a 4°C.
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4.2.3. Electroporacion de linea celular.

Las células fueron subcultivadas a una confluencia del 80%, 24 h previas a
la electroporacion. El dia de la electroporacién las células fueron lavadas 3 veces
PBS y luego incubadas con 1 mL de tripsina 0.25% p/v durante 3 min. a 37 °C hasta
formar una suspension celular. La tripsina fue diluida adicionando 5 ml de PBS 1X,
y centrifugandose a 350 x g por 1 min a temperatura ambiente. El sobrenadante fue
eliminado y las células fueron resuspendidas en 100 uL de OptiMEM y mezcladas
con 1 pg de ADN plasmidial total (en caso de transfectar 2 plasmidios diferentes se
utiliza 0,5 pg de cada uno). Posteriormente las células fueron transfectadas
mediante electroporacion utilizando el protocolo recomendado por el fabricante para
células COS-7 (Gene Pulser Xcell, BioRad). Finalmente, las células fueron
transferidas a una placa de 60 mm de diametro con 4 mL de medio DMEM
suplementado con 10 % de FBS e incubadas a 37 °C en atmdsfera himeda con 5%

de COs2. Los estudios fueron realizados 20 h posteriores a la transfeccion.

4.2.4. Adquisicién de imagenes de microscopia en células.

Las células transfectadas fueron transferidas a cubreobjetos de 24 mm de
didametro previamente tratados con HISTOGRIP (Life Technologies) y mantenidas
en medio de cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%. En los
experimentos de microscopia de células vivas, el medio de mantencién fue
reemplazado por OptiMEM libre de rojo fenol (Life Technologies), 20 min. previos al
experimento. En los experimentos de microscopia de una extension mayor a 15
min., y ante la ausencia de un controlador de humedad ambiental, se evitd la

evaporacion del medio sellando herméticamente la camara en la cual se montd el
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cubreobjetos. La salud de los cultivos fue controlada en cada experimento mediante
inspeccion visual en el microscopio, observando la integridad de la red mitocondrial
en células COS-7 transfectadas con un constr}Jcto de mito-GFP. Las imagenes de
celulas vivas fueron adquiridas en un microscopio de disco giratorio (Perkin Elmer),
mantenido a 37°C, equipado con un objetivo 100x de inmersién en aceite (1.3 a.n.),

las imagenes fueron registradas mediante el programa Volocity 3D Image Analysis.

4.2.5. Experimentos de microFRAP.

Se establecié un sistema de fotoblanqueo simultaneo al registro de la
fluorescencia, para de esta manera aumentar la resolucién temporal. Se utilizé un
microscopio confocal de disco rotatorio (Perkin Elmer), y laser pulsado de nitrégeno
(Andor micro-pointer) para el fotoblanqueo, alineado previo a cada sesion
experimental, y controlando su correcta alineacion con el fotoblanqueo de células
COS-7 transfectadas con un constructo de GFP (sin secuencia de destinacion,

marcando todo el citoplasma) y posteriormente fijadas con PFA durante 10min.

4.2.6. Analisis de imagenes.

Para el calculo de los coeficientes de difusion, las imagenes fueron
procesadas en la siguiente secuencia: deconvolucién, correccién del movimiento,
correccion del fotoblanqueo, eliminacién de imégenes que no se blanquean lo
suficiente, identificacion de la region blanqueada y seguimiento de ella a través del
tiempo, cuantificacién de la intensidad en la regién de interés y calculo del
coeficiente de difusion (D), tiempo medio y fraccién inmévil. Para el calculo del D se

utilizé un modelo publicado previamente (Cui-Wang et al., 2012).
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La clasificacion de la estructura fue realizada aplicando una inspeccién visual

por tres observadores independientes por medio de una serie de 5 parametros

estructurales relativos a la posicién de la region donde se realiza el micro-FRAP (R-

FRAP) utilizando los siguientes criterios:

a)

b)

d)

Microdominios: Tubulo largo = solo un tabulo en R-FRAP; Tdbulo corto = un
tabulo y dos trifurcaciones en R-FRAP; Tubulo terminal = tdbulo que posee un
extremo libre en R-FRAP; Trifurcacion = fres tabulos originados de una
trifurcacion en R-FRAP; Anillo poligonal = tres o mas trifurcaciones en un R-
FRAP siendo los tibulos de tamafio semejante conformando un poligono
Forma: Alargada = la célula a medida que se extiende en su eje principal, su eje
secundario se mantiene constante; Circular = la célula es concava en todas las
regiones visibles de la imagen; Triangular = a media la célula se extiende en su
eje principal, su eje secundario crece proporcionalmente formando una evidente
region angulada; Curva = la célula presenta regiones céncavas y convexas con
diferente regularidad.

Tamafio: Pequefia = la célula es contenida completamente en la imagen si fuese
posicionada en el centro (las células comunmente no estan centradas en el
campo visual, ya que se preferencia centralizar el microdominio a analizar);
Mediana = la célula es contenida en mas de la mitad de su extension de ser
posicionada en el centro de la imagen, ademas es posible ver parte del ntcleo;
Grande = la célula ocupa completamente el campo visual y no es posible conocer
su tamafio total, o no se detecta el nicleo o los bordes de la membrana celular.
Dinamica de R-FRAP: Nula = la R-FRAP se mantiene inmévil; Baja = la R-FRAP

sufre desplazamientos en una extensién menor a su tamafio (rotacion,
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translacion, o cambios de escala); Alta = la R-FRAP sufre desplazamientos, en
una extensién mayor a su tamafio o sufre la transformacion de la estructura del
microdominio.

e) Posicion relativa: medida desde el centro de R-FRAP hasta el borde de la
membrana celular, el borde de la envoltura nicleo, o la sumatoria de ambas

medidas.

4.2.7. Tratamientos con drogas.

Para provocar el agotamiento intracelular de ATP, las células fueron
incubadas durante 20 min. a 37°C con medio Tyrode (Opazo et al., 2010), libre de
glucosa, y suplementado con 0.1 uM de Antimicina A, 1 uM de Oligomicina y 10mM
de 2-deoxi-D-glucosa. Luego utilizando este mismo medio estas fueron visualizadas
en el microscopio por un periodo maximo de 20 min. (Marriott and Mason, 1 995).

Para la manipulacién farmacoldgica de la polimerizacion o depolimerizacion
del citoesqueleto se prepar6 una serie de drogas a concentraciones previamente
publicadas en este modelo celular u otro semejante: Nocodazol a 5 uM (Friedman
etal., 2010b), Taxol a 10 uM (Galan et al., 2011). Todas las soluciones almacenadas
a -20°C, descongeladas en el momento de su uso, y diluidas en medio OptiMEM
libre de rojo fenol (Life Technologies) temperadas a 37°C y aplicadas durante los

diferentes tiempos de incubacion.
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4.2.8. Inmunoblot.

La extraccion de proteinas se realizé con la homogeneizacion de las células
en un tampén que contenia 1M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mg/ml PMSF, 1% Triton X-
100, 20 mM Tris-HCI pH 7,4. La muestra fue sonicada y centrifugada durante 10
min. a 10.000 rpm. Se descarto el sobrenadante y se resuspendioé en buffer Laemmili
y a continuacion fueron desnaturadas por temperatura. A continuacion, las muestras
se corrieron en un gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) en condiciones
desnaturantes, y fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa corridas a
300 mA durante 1 h, la membrana de nitrocelulosa fue bloqueada con una solucién
que contenia 3% (p/v) de leche descremada y 0,1% de Tween en PBS, pH 7,4 por
1 h. Luego la membrana fue incubada durante la noche a 4°C con los anticuerpos
diluidos 1:1000 veces en la misma solucién de bloqueo y como control de carga se
utiliz6 anti-g-actina (0,3 mg / ml, Sigma). Posteriormente las membranas fueron
incubadas con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (KPL,
Gaithersburg, MD) diluida 1:6000 en solucién de bloqueo durante 1 ha temperatura

ambiente, y la reaccién fue detectada por ECL (Pierce Biotechnology, Rockford, IL).

4.2.9. Anilisis del metabolismo celular en tiempo real.

Para determinar el efecto de los inhibidores sobre el metabolismo celular, fue
utilizado un Extracellular Flux Analyzer 96e (BD Bioscience, USA). 10.000 células
COS-7 fueron sembradas por pocillo 24 h previo al experimento en placas de 96
pocillos V7 (BD Bioscence, USA) en medio DMEM alto en glucosa, suplementado
con suero fetal bovino al 10%. Fueron mantenidas a 37°C en una incubadora con

CO2. Previo al experimento, el medio fue removido y reemplazado por medio de
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ensayo (4 mM glutamina y 10 mM glucosa) sin bicarbonato. Durante 1 h fueron
mantenidas a 37°C en una incubadora sin COa.

El consumo de oxigeno fue registrado mediante la aplicacién del siguiente
protocolo en automatizado de inyeccion y agitacion en el equipo de Seahorse: (i):
vehiculo (DMSO), (ii) Oligomicina, (iii) FCCP, (iv) Rotenona y Antimicina-A.

Las primeras mediciones del consumo de oxigeno, previo a las inyecciones,
determind la respiracion basal de las células. La inyeccion de Oligomicina permitié
la cuantificacion de la fraccién de respiracion requerida para la sintesis de ATP
mitocondrial. Para evaluar el méximo consumo de oxigeno, como reflejo de la
maxima transferencia de electrones por la cadena transportadora, el agente
desacoplante FCCP previa titulacion fue usado en la tercera inyeccion. Finalmente,
para producir la inhibicién total de la respiracién mitocondrial, fueron agregados

inhibidores del complejo | (Rotenona) y complejo 11l (Antimicina-A).
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5.- RESULTADOS

5.1. Caracterizar el transporte de proteinas reticulares en células COS-7,
implementando una metodologia de FRAP en tibulos individuales del RE

(micro-FRAPSs).

5.1.1. Monitoreo y optimizacién del modelo celular para la aplicacién de

microscopia en células vivas y microFRAPs.

Células de la linea COS-7 son faciles de mantener y transfectar, y por su
forma extremadamente plana han constituido un modelo ideal para estudios de
dinamica de organelos (English and Voeltz, 2013a; English and Voeltz, 2013b;
Friedman et al, 2010b). Se utilizaron células COS-7 bajo condiciones
estandarizadas en esta tesis (detallado en, métodos 4.2.4). Debido a que todas las
mediciones se efectuaron mediante la sobreexpresion de la proteina fluorescente
roja retenida en RE (KDEL-RFP), se controld la induccion de estrés celular bajo las
nuevas condiciones utilizadas en los experimentos de células vivas a través de la
fragmentacién del RE, la induccion de la chaperona ERP57 y la aparicién del
fragmento de Xbp1, tres metodologias ampliamente utilizadas para la deteccion de
estrés reticular (Federovitch et al., 2005). Expresiones transitorias de KDEL-RFP
menores a 24 h no indujeron fragmentacion del RE (Figura 3 A; panel superior),
contrario a lo observado en la misma célula luego de la induccién de estrés reticular
mediante tratamiento con Thaps. que si produce la fragmentacién del RE (Figura 3
A; panel inferior).
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Figura 3. Evaluacion de la respuesta al estrés en las condiciones de visualizacién de células
vivas.

(A) Células COS-7 transfectadas con KDEL-RFP, marcador especifico para lumen del RE
(pseudocolor blanco). Se visualiz6 la continuidad del RE bajo condiciones control y luego de la
induccion de la fragmentacion mediante tratamientos farmacolégicos con Thaps. Imagen
representativa de 3 experimentos (B) Imagen representativa de un Inmunoblot de lisado de células
COS-7 en cuatro condiciones experimentales: sin transfectar (Ctrl); luego de 18h de ser
transfectadas con KDEL-RFP (18h); luego de 48h de ser transfectadas con KDEL-RFP (48h); y como
control positivo luego de inducir el estrés del RE con tratamiento de 6h con tapsigargina 1uM
(Thaps.), inmunodetectando dos marcadores de estrés reticular ERP-57 y XBP1 y un control de
carga HSP90. Imagen representativa de 2 experimentos.
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Por otra parte, células no transfectadas o con expresiones transitorias de
KDEL-RFP de al menos 24 h, no indujeron la acumulacién de ERP57, y de Xbp1
(Figura 3 C; primero y segundo carril). Lo que si ocurre en respuesta de la expresion
por 48 h de KDEL-RFP o al tratamiento con Thaps. (Figura 3 B).

Estos resultados indican que la expresién transitoria de KDEL-RFP (<24 h)
no desencadena la respuesta al estrés. Por lo cual se aplicé este protocolo de
transfeccion en todos los experimentos posteriores, descartando de esta manera

posibles artificios producto del estrés de RE.

5.1.2. Visualizacién del RE en células COS-7 mediante microscopia en células

vivas.

La microscopia de disco rotatorio permite generar imagenes a una alta
frecuencia de adquisicion minimizando la fototoxicidad y el fotoblanqueo, siendo una
herramienta ideal para la visualizacion de células vivas (Graf et al., 2005). Se
estandariz6 esta metodologia logrando registrar con suficiente resolucién espacial
y temporal de eventos: (I) convencionales de la dindmica estructural del RE como
el deslizamiento de un tibulo y el cierre de un anillo poligonal (Figura 4, 1-11), y (II)

no convencionales como la deformacién de un tabulo (Figura 4, 111).
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Figura 4. Visualizacion de la dinamica estructural del RE en células COS-7.

Células COS-7 transfectadas con KDEL-RFP, y registradas mediante microscopia confocal. Es
posible identificar en una misma célula diferentes eventos de dinamica estructural: (i) crecimiento
lento, (i) cierre de un anillo poligonal y (i) deformacion. Barra de escala 2.5 pm. Imagenes
representativas de 80 experimentos.
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5.1.3. Estandarizacién y validacion de los métodos en microscopia y biofisica

para la obtencion del coeficiente de difusién (D).

Experimentos cuantitativos de FRAP requieren el ajuste de un modelo
matematico a los datos experimentales, obteniendo la fraccién mévil y el coeficiente
de difusién (D) (Lippincott-Schwartz et al., 2001). En este trabajo se estandarizo
tanto la instrumentacién microscopica, como el procesamiento computacional de las
imagenes. Por una parte, se calibré la metodologia de microFRAP para el
fotoblanqueo y registro simultaneo por medio de dos fuentes de iluminacién laser
independientes y adquisicién de imagenes a altas frecuencias (esquematizado en
la Figura 5 A). Para el céalculo del D y la fraccién mévil, se ajustaron los datos
experimentales mediante un modelo matematico de ajuste (esquematizado en
Figura 5 D; detallado en métodos 4.2.6). Este modelo representa una solucion
empirica de la ecuacién de difusién, basada en la aplicacién de dos restricciones
provenientes del modelo experimental: (i) condicién inicial, que cuantifica la
geometria fridimensional de la region fotoblanqueada obtenida de manera
experimental (Figura 5 B-C); y (ii) condiciéon de borde, que describe si la
recuperacion de la fluorescencia es completa o si el fotoblanqueo reduce
significativamente la fluorescencia total del objeto. En colaboracién con el
laboratorio de S. Hartel y T Asahi (SCIAN-Lab y Modeling in Scientific Imaging and
Visualization Laboratory, respectivamente) se evaluaron estas restricciones y se
gener6 una solucién de la ecuacién de difusion que fue aplicada al analisis de los

datos.
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Figura 5. Disefio experimental y estandarizacion del microFRAP.

(A) llustracion del experimento de microFRAP; una célula COS-7 con un marcador del RE (verde) es
fotoblanqueado utilizando un laser pulsado de nitrégeno (flecha azul). Simultaneo al fotoblanqueo se
registra la emision de fluorescencia (flecha naranja excitacion, flecha verde emision). (B) Célula
COS-7 transfectadas con el constructo de la proteina EGFP citoplasmatica fijadas, y utilizadas para
calibrar la posicion, forma y tamaro del laser de blanqueo. Barra 50um. (C) Representacion 3D de
la intensidad en la region blanqueada, la cual ha sido ajustada a un modelo Gaussiano (malla gris)
mediante MATLAB (Mathworks). (D) Gréfico del promedio de intensidad en la region fotoblanqueada
(intensidad normalizada con el promedio de mediciones previo al fotoblanqueo), a través del tiempo
(en segundos; s). Linea roja representa los datos de recuperacion de la intensidad de fluorescencia
experimentales en una célula tipica; linea azul, ajuste matematico de la curva mediante la solucién
de la ecuacion de difusion generada, obteniendo el D y la fraccion movil.
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Se aplicé la metodologia de andlisis de microFRAP, estandarizado el

procesamiento de las imagenes mediante una serie de pasos resumidos a

continuacién (esquematizados en la Figura 6):

a)

b)

d)

Las imégenes colectadas en estos registros (432 en 5 experimentos
independientes) fueron procesadas por una metodologia estandarizada en
esta tesis, que incluye: deconvolucién, segmentacion automatica y
correccion del fotoblanqueo.

Se descartaron registros bajo los siguientes criterios: baja razén sefial ruido,
comportamiento no exponencial de la curva de blanqueo, ausencia de
convergencia en la curva de recuperacion, y presencia de dafio en el RE, de
esta manera reduciendo el total de registros de 432 a 121.

Debido a la alta movilidad del RE y al pequefio tamafic de la regién
fotoblanqueada, se disefi6 y aplico una nueva manera de cuantificar estos
micro-FRAP. Esta metodologia consisti6 en el seguimiento semi-
automatizado del microdominio fotoblanqueado durante todo el tiempo de
medicion, mediante rotaciones y translaciones de la regién de interés.

Se registro la tasa de recuperacion de la intensidad de fluorescencia, siendo
estos datos ajustados a un modelo matematico especialmente disefiado para
este propésito. Se descartaron todos aquellos experimentos que no
recuperan la fluorescencia, que se alejan del plano focal o que sufren
demasiadas transformaciones en su estructura que los hacen dificiles de
localizar a través del tiempo. De los resultados de los modelos matematicos

ajustados se obtuvieron los siguientes parametros: (i) tiempo medio de
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recuperacion (resultado no mostrado), (ii) coeficiente de difusion (D), (iii)

fraccion mévil, de esta manera reduciendo al total de registros de 121 a 80.

39




432 mediciones de micro-FRAPS, en S5 experimentos MICro-FRAP W~ §
ingependientes. (AJ - g

Procesamiento

Deconvolucion (Huygens), segmentacion automatica (FilI),
correccién del fotoblangueamiento observacional en referencia
& la region segmentada (10L).

|| 1 |

Seleccidn de experimentos 2 analizar en hase a diferentes . Eliminacion de
eriterios de inclusion; razon seflal-ruido, convergencia de la Seleccion de mnaqorl.,.
curva de recuperacion, integridad del RE. Se conservan 89 experimentos b aalirliy

experimentos,

Seleccion de la RO y
Seleccidn de la ROI del micro-FRAP (Volocity), correccion correccion manual de su
manual del movimiento de Ia ROI {Image)/TrackEM2) desplazamiento
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia a través del Cuantificacion de la A
tiempa. Solo [as secuencias en las que es posible seguir la ROI intensidad de fluorescencia &
durante todos los tiempos. I

Obtencidn del coeficients de
Se utiliza la solucion de la ecuacion de difusion implementada y difusion, la fraccion mévil y el
validada previamente para obtener D (MATLAB). t-medio
Los 80 datos de micro-FRAP son reordenados en 5 categorias Clasificacidn de todos fos .
morfologicas diferentes, se evalua las diferencias estadisticas experimentos de micro-
entre ellas (GraphPad Prism). FRAP - l :
|
| 1 1 | 1
Microdominio Tamaiio de la Forma de la Movimiento Distancia de la X =
del RE télula célula de la RO! RO al nicleo i 2 " \
. s A
L > = ) i 1 1
-
Graficoy Graficoy Grafico y Grafico y
estadistica: D, estadistica: estadistica: D, estadistica: D,
t-medio, D,t-medio, t-medio, medio, t-medio -~
fraccién mévil fraccién movil fraccién mévil fraccidn movil fraccién mévi N
\ 7 e

Figura 6. Desarrollo experimental del micro-FRAP.

Diagrama que resume paso a paso las etapas del andlisis del transporte de proteinas mediante
experimentos de micro-FRAP, incluyendo: adquisicion de los datos de 432 registros provenientes de
5 experimentos independientes, procesamiento de las imagenes, andlisis y clasificacion posterior.
Indicando, en paréntesis, los diferentes programas computacionales utilizados para desarrollar cada
etapa.

40




5.1.4. Caracterizacion del transporte de KDEL-RFP en RE de células COS-7.
Con la finalidad de obtener los D en microdominios del RE de células COS-
7, se transfecté KDEL-RFP, una proteina luminal fluorescente retenida en el RE,
siendo el transporte de esta proteina independiente de interacciones especificas
que podrian presentar proteinas endégenas, o de transmembrana del RE.
Utilizando KDEL-RFP y la metodologia ya estandarizada de microFRAP se
logré fotoblanquear microdominios individuales en conjunto con FRAP tradicionales
de regiones extensas (Figura 7 A; panel inferior y superior respectivamenteComo
resultado del microFRAP se obtuvo un D promedio de 0.0285 + 0.0018 p2/s y una
fraccion movil de 124.4 + 3.7 % (n=80; Figura 7 B; barra izquierda en cada grafico).
Estos valores del D mediante microFRAPs resultaron ser dos érdenes de magnitud
menores a los descritos en la literatura (Snapp et al., 2003a), y también dos érdenes
de magnitud menores a los valores obtenidos por FRAP de regiones extensas, D de
1.27 £ 0.18 p?/s y una fraccion movil de 123.2 + 4.3 % (n=24) (Figura 7 B; barra
derecha de cada grafico). Por otra parte, los valores de D obtenidos mediante
microFRAP en condiciones control mostraron una variabilidad de hasta dos 6rdenes

de magnitud que va desde 0.1 p2/s hasta 0.01 p2/s (Figura 7 C).
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Figura 7. Transporte a través del RE evaluado mediante micro-FRAP.

(A) Células COS-7 transfectadas con KDEL-RFP observando de izquierda a derecha las imagenes
representativas antes y después del fotoblanqueo (circunferencia amarilla). En el panel superior
observa un FRAP de una region extensa y en el panel inferior un microFRAP, barra 5 um (B) Grafico
del promedio de los valores de D y fraccién movil, Prueba de student post hoc Neuman-Keuls, ***
p<0,01; n.s. no significativo. (C) Histograma de distribucién de frecuencia de los valores de D por
cada célula evaluada.
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Con la finalidad de correlacionar esta variabilidad con algin elemento
estructural del RE, se clasificd cada experimento bajo criterios estructurales de la
region fotoblanqueada del RE y de la célula, reagrupando la totalidad de los 80 datos
en 5 categorias (detalles de la clasificacion en metodologias). Se evalué la
correlacion del D, obteniendo como resultado que el transporte a través del RE
transcurre de manera independiente del dominio estructural (Figura 8 A), del tamafio
(Figura 8 B), de la forma (Figura 8 C), del movimiento de la region fotoblanqueada
(Figura 8 D), y de la posicién de la regién fotoblanqueada relativa al centro de la
célula (Figura 8 E). En conjunto estos resultados indican que el D es independiente

de las caracteristicas estructurales del RE, o de la célula.
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Figura 8. Evaluacion del Coeficientes de difusion (D) y fraccion moévil de KDEL-RFP en células
COS-7 frente a distintas caracteristicas estructurales de la célula.

En cada panel de arriba hacia abajo se aprecia: primero, la distribucién de la poblacion al ser
clasificada; segundo, el promedio de los D y de la fraccién movil; y tercero, un modelo que ilustra la
clasificacion realizada, junto con una imagen representativa de esta clasificacion. (A) Clasificacion
morfolégica de diferentes microdominios presentes en el RE. Imagen representativa 3.3 x 3.3 ym.
(B) Clasificacion respecto del tamafio de las células. Imagen representativa 42 x 55 um. (C)
Clasificacion de las diferentes geometrias que presenta la célula completa. Imagen representativa
42 x 55 ym. (D) Clasificacion del movimiento de la region de interés fotoblanqueada (ROI) evaluada
durante toda la recuperacién de la fluorescencia (300 imagenes adquiridas cada 100 ms). Imagen
representativa de tamario 3.3 x 3.3 ym adquiridas cada 1 s. (E) Minima distancia desde la zona
blanqueada hasta el nacleo (barra anaranjada, graficos superiores), hasta el borde (barra verde,
graficos centrales) y la suma de ambas distancias (suma de distancia naranja mas la verde, graficos
inferiores). Imagen representativa 42 x 55 pm.
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5.1.5. Efecto del agotamiento de ATP sobre el transporte de KDEL-RFP a

través del RE.

La inhibicion farmacolégica de la sintesis de ATP es una aproximacion
demostrada para alterar fendmenos de movilidad subcelular, incluyendo la dinamica
estructural del RE (Fang et al., 2010; Vishnu et al., 2014). Se utiliz6 esta estrategia
para corroborar si efectivamente la inhibicion total de la movilidad del RE es capaz
de modificar el D.

ATP fue agotado mediante la inhibicidn conjunta de la glicélisis y la
fosforilacion oxidativa. Para validar las dosis utilizadas se cuantifico
secuencialmente el consumo de oxigeno en respuesta a 0.1 uM de Antimicina A, 1
MM de Oligomicina y 10mM de 2-deoxi-D-glucosa, resultando en la disminucién de
la respiracién celular, y a continuacion el agente desacoplante CCCP 1 uM que
aumento el consumo de oxigeno, dando cuenta de la viabilidad de las mitocondrias
y la integridad de sus membranas (Figura 9 B).

Se aplicd este tratamiento farmacoldgico evaluando el D mediante
microFRAP obteniendo una dramatica disminucion del D (Figura 9 C). Sin embargo,
también se observo la casi nula recuperacion de la fluorescencia, (Figura 9 C; (i)
curva de ajuste e (ii) imagenes representativas de una condicién control, panel
superior y el resultado del agotamiento de ATP, panel inferior). La disminucién en la
fraccibn movil es interpretada cominmente como una fragmentacion del RE,
dificultando la interpretacion de los datos, y restando relevancia a la disminucion

observada en D.
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Figura 9. Efecto del agotamiento de ATP en el transporte de una proteina fluorescente en un
tubulo Gnico.

(A) D obtenido en condiciones control y con agotamiento de ATP. 10 experimentos independientes,
prueba de student post hoc Neuman-Keuls, significancia * p<0,1; ** p<0,5; *** p<0,01. (B)
Representacion grafica de la curva de ajuste de la intensidad de la fluorescencia en el tiempo
posterior al fotoblanqueo en una condicién control (grafico de linea azul, panel superior), como en la
condicion experimental luego del agotamiento de ATP (gréfico de linea celeste, panel inferior)
mediante la incubacién con diferentes inhibidores farmacolégicos (0.1 pM de Antimicina A, 1 pM de
Oligomicina y 10mM de 2-deoxi-D-glucosa durante 45 min a temperatura ambiente). (C) Control
positivo de la eficiencia del tratamiento farmacolégico en la inhibicion de la respiracion celular,
mediante el registro del consumo de oxigeno con un electrodo de oxigeno tipo Clark. ocho
experimentos independientes. (D) Efectos de la Oligomicina sobre la respiracién mitocondrial en
células COS-7. FCCP y Rotenona y Antimicina (Rot/AA) fueron usados para evaluar el efecto sobre
la maxima respiracion mitocondrial (12 repeticiones en 3 experimentos independientes). (E)
Inhibicién total de la cadena transportadora de electrones (8 repeticiones en 3 experimentos
independientes).
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5.2. Caracterizar la dinamica estructural del RE en imagenes de microscopia
de células COS-7, mediante la generacion de un indice matematico (indice

de dinamica, ID).

Se generaron dos metodologias de analisis de imagenes de microscopia
fluorescente basadas en la cuantificacion de los cambios en fluorescencia en una

serie temporal de imagenes como se detalla a continuacion.

5.2.1. Generacion y validacion del indice de dinamica (ID) basado en el

analisis de autocorrelacién.

La funcién de autocorrelacion se define como la correlacion cruzada de la
sefial consigo misma. Esta funcion cuantifica el grado de dependencia lineal que
existe entre los valores en todos los instantes de tiempo de manera simultanea
(Lippincott-Schwartz et al., 2001). Se estandarizé su aplicacién para la deteccién de
procesos estacionarios, donde el valor de esta funcion es constante, ya que la sefial
original sera igual a otra en cualquier instante de tiempo (esquematizado en la
Figura 10 A; celeste), y en procesos dinamicos, donde la funcion de autocorrelacion
tendra un valor maximo al inicio para luego disminuir exponencialmente a medida
que aumenta el intervalo de desplazamiento evaluado (esquematizado en la Figura

10 A; violeta).
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Figura 10. Método de cuantificaciéon espaciotemporal de la dinamica estructural del RE
mediante autocorrelacion.

(A) De izquierda a derecha: (i) llustracion esquematica de diferentes imagenes de un RE movil, y
cuantificacion de la fluorescencia en dos regiones de interés (ROI) a través de la serie temporal,
indicando con un recuadro violeta una ROl mévil y con un recuadro celeste una ROI inmovil. (ii)
Gréfico de la fluctuacion de la intensidad de fluorescencia para cada ROI. (iii) Autocorrelograma para
ambos gréficos obtenido calculando la autocorrelacion en el dominio del tiempo. (iv) Resultados para
cada ROI mediante autocorrelacion son visualizados en un mapa espaciotemporal de la dinamica
estructural del RE (pseudocoloreado como un mapa de calor). (v) Calculo del indice de dinamica (ID)
mediante la sumatoria de las diferencias de la representacion espaciotemporal de la autocorrelacion.
(B) (i) Serie de imagenes adquiridas a través del tiempo; (ii) representacion espacial del ID; (iii)
histograma de todos los valores del ID obtenidos de las imagenes, y separacion de los valores que
son considerados méviles (naranjo), y los valores que indican ausencia de movimientos (azul).

52




En la practica, se obtiene la intensidad de fluorescencia de un ROI (del inglés region
of interest) de la imagen a través del tiempo (Figura 10 A, i-ii; Figura 11 B, i), se
calcula la autocorrelacion (Figura 10, iii) obteniendo un coeficiente de la curva de
autocorrelacion que es representado en un mapa espaciotemporal que resume los
resultados de todos los ROls (Figura 10, vi; Figura 10 B, ii), y finalmente se obtiene
un Unico valor al realizar las sumatorias de todos los ROIs de la imagen (Figura 10

A, v; Figura 10 B, iii).

5.2.2. Implementacién y validacion del ID basado en energia de movimiento

en el dominio de las frecuencias

El segundo modelo, de energia de movimiento, estd basado en la
observacién que el movimiento de un borde de intensidad constante se puede
representar como una linea en cierta orientacion del volumen 3D (2D espacio y 1D
tiempo). Esto significa que un filtro detector orientado de manera precisa en este
volumen 3D respondera especificamente a objetos desplazandose con una cierta
velocidad. En particular, en este modelo se utiliza un filtro de Gabor (una de las
implementaciones mas sencillas para la deteccién de bordes orientados), con
diferente orientacién y escala, con el objetivo de detectar movimientos de diferente
direccién y magnitud.

La deteccion de movimiento basada en energia consiste en filtrar el volumen
de datos con un conjunto de filtros (sensibles a diferentes direcciones y magnitudes
de velocidad). El modelo de energia de movimiento plantea que para un movimiento

particular debe existir un filtro especifico en el conjunto de filtros gue se active en
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mayor medida. Esta metodologia permite por ejemplo comparar 2 clases de
movimientos, sin embargo, no entrega exactamente el vector desplazamiento por
cada pixel. EI modelo utilizado en esta tesis, posee una mejora de lo descrito
anteriormente (Heeger, 1988): toma la salida del conjunto de filiros y ademas la
salida esperada para un movimiento ideal, y mediante un proceso de optimizacion
estima el vector desplazamiento por pixel, que es el valor que se utilizara para Ia
descripcion del movimiento.

En la practica se obtiene la intensidad de fluorescencia de un ROI de Ia
imagen a través del tiempo, la que es representada como un cubo 3D (2D espacio,
1D tiempo, Figura 11 B, i-ii), se calcula y reorienta el cubo 3D eliminando la
dimension vertical (Figura 11 B, iii), y se evaltia con las diferentes rotaciones del
filtro de movimiento (Figura 11 B, iv). Para facilitar la deteccién de estos
movimientos estas operaciones han sido implementadas en el dominio de las
frecuencias calculadas mediante la transformada de Fourier, y para el uso adecuado
de los filtros de movimiento estos deben ser individualmente validados previamente
en un modelo que conozcamos posee cierto movimiento. Al concluir el analisis se
obtiene una serie de valores para cada filtro, el cual es posible de representar en un
mapa espaciotemporal que resume los resultados de todos los ROIs y de todos los
filtros (Figura 11 B, vi). Finalmente se obtiene un tnico valor al realizar las
sumatorias de estas variaciones sobre cierto umbral de todos los filtros

seleccionados, y de todos los ROls de la imagen (Figura 11 B V).
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Figura 11. Método de la cuantificaciéon espaciotemporal de la dinamica estructural del RE
mediante energia de movimiento.

(A) De izquierda a derecha: (i) llustracién esquematica de diferentes imagenes de una barra
desplazandose a la derecha a través del tiempo, indicando con flechas violetas el sentido del
desplazamiento. (ii) Representacion espaciotemporal de una estructura 3D inserta en un cubo (2D
espacio-1D tiempo). (iii) Orientacion del cubo que elimina la dimensién vertical y permite visualizarse
el cambio en el movimiento como un cambio en la orientacién espacial. (iv) Filtros con diferente
orientacion espaciotemporal pueden utilizarse para detectar especificamente un tipo de movimiento.
En el recuadro violeta se destaca el filtro que coincide con el movimiento de la figura. (v) La energia
de movimiento es calculada en diferentes ROI de laimagen y resumida para ser visualizada un mapa
espaciotemporal, (pseudocoloreado como un mapa de calor). (vi) Calculo del ID mediante la
sumatoria de las diferencias de la representacion espaciotemporal de la energia de movimiento.

(B) (i) Serie de imagenes adquiridas a través del tiempo; (ii) Representacion espacial del ID; (iii)
Histograma de todos los valores del ID obtenidos de las imagenes, y separacion de los valores que
son considerados moéviles (naranjo), y los valores que indican ausencia de movimientos (azul).
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Las dos metodologias formuladas son efectivas en generar un ID a nivel
global y local, sin embargo, se requiere de una extensa validacion que considere las
restricciones matematicas y del tipo de modelo bioldgico, para dar una correcta

interpretacion de los valores de ID obtenidos.

5.2.3. Validacién del ID en células vivas.

Debido a que el ID evalua fluctuaciones de la intensidad de fluorescencia, su
capacidad para evaluar la dindmica estructural podria ser modificada por diferentes
variables como: la naturaleza del fluoréforo (brillo, estabilidad, maduracién,
agregacion); la difusién de la proteina; y la razén sefial ruido. Por este motivo se
evaluaron biolégicamente estas tres variables, mediante tres experimentos

complementarios detallados a continuacion (resumidos en la Figura 12 A).

Lo primero fue demostrar que el ID es independiente de la proteina
fluorescente utilizada, incluso cuando presentan diferencias en el brillo, el
fotoblanqueo, el tiempo de maduracion, el tamafio, la fotoestabilidad y Ia agregacioén
entre otras propiedades relevantes en un fluoréforo (Snapp, 2009). Para ello se
cotransfectaron dos proteinas luminales, KDEL-RFP y KDEL-mNeonGreen, Ia
proteina mas brillante descrita a la fecha (Shaner et al., 2013). Primero se obtuvo el
ID registrando la emisién de KDEL-RFP y posteriormente (5 min.) se evalué el ID
registrando la emision de KDEL-mNeonGreen en la misma célula (resumido en la
Figura 12 A; flecha superior). El resultado de estos dos ID se expresd como la razén

ID KDEL-mNeonGreen/ KDEL-RFP.
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Figura 12. Evaluacion de la eficiencia del ID en células vivas.

(A) Resumen grafico del disefio experimental que ilustra la progresion de cada experimento,
indicando con células de diferente color las proteinas que fueron transfectadas o cotransfectadas, la
linea punteada indica los intervalos de tiempos en los que fueron adquiridas las imagenes,
representando que siempre fueron realizadas dos mediciones sobre la misma célula. Esquema
inferior representa la adquisicion de peliculas en cada uno de los tiempos indicados y como estos
datos fueron normalizados contra la condicion control inicial para la representacion del ID (B) ID
obtenido para cada condicion experimental, normalizado con el ID obtenido con una proteina
fluorescente de diferente brillo y tamafio, (7 experimentos independientes) una proteina fluorescente
que es transportada mas lentamente, (8 experimentos independientes) y una condicién de
inmovilidad mediante la fijacion quimica del RE (10 experimentos independientes). (C) Imagenes
representativas de la video-microscopia de una misma célula antes y después de ser inmovilizada
mediante fijacion. Flechas indican algunos de los eventos dinamicos entre cada fotografia. Prueba
de student post hoc Neuman-Keuls *** p<0,01; n.s. no significativo.
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De acuerdo a lo esperado, el ID registrado en una misma célula con diferentes
fluoréforos no present6 diferencias significativas, siendo cercano a uno (Figura 12
B; barra amarilla). Indicando que el ID no es afectado por el aumento en el brillo, el
cambio en la longitud de onda, o el aumento en la razén sefial ruido del fluoréforo.
La movilidad de la proteina fluorescente luminal al interior del RE (i.e. KDEL-
RFP) genera fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia las que son
consideradas en el protocolo del ID eliminando texturas mediante filtros de texturas
sobre las imagenes (detallado en la seccién de metodologias). El éxito de este
procedimiento fue evaluado cotransfectando KDEL-RFP y GABAB1-GFP, una
proteina de transmembrana que no es capaz de abandonar el RE en ausencia de
dimerizacion (Couve et al., 2000). El ID fue el mismo para ambas proteinas
fluorescentes (Figura 12 A y B). Debido a que es aceptado que proteinas con
segmentos de transmembrana se transportan al menos un orden de magnitud mas
lento que proteinas luminales (Snapp et al., 2003a) estos datos indican que las
variaciones en el transporte del marcador fluorescente no afectan el valor del ID.
Por Ultimo, se evalué el ID en una célula antes y después de ser inmovilizada
completamente con paraformaldehido (PFA). El PFA cataliza eventos de
entrecruzamiento de proteinas resultando en la detencion de la dinamica estructural
del RE, pero conservando su estructura tubular (Figura 12 C). Consistente con
nuestras predicciones el ID fue significativamente menor en la condicién fijada
(Figura 12 B; barra rosada). Estas observaciones demuestran la sensibilidad y

robustez del ID en el modelo biolégico utilizado
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5.2.4. Validacion del ID mediante simulaciones computacionales de Ia

dinamica estructural del RE.

La introduccion de nuevas métricas de cuantificacion requiere extensivas
validaciones en el sistema que otorgue mayor precision (en inglés gold standard).
En ausencia de estas, las métricas pueden no detectar los cambios deseados en el
sistema bioldgico a las que se someten por primera vez. Para abordar esta
problemética se generaron modelos simulados del RE para evaluar la utilidad del
ID.

El uso de un modelo simulado de RE mdvil requirié en primera instancia
identificar las caracteristicas precisas mas relevantes de la estructura del RE del
modelo utilizado en esta tesis. Para ello se seleccionaron propiedades minimas de
la adquisicién de los datos experimentales: tamafio (cantidad de pixeles de la
imagen), textura (perfil de intensidad de la fluorescencia en el t(ibulo), escala (grosor
del tabulo en pixeles) y algunas caracteristicas de la dinamica, como la resultante

de eventos de crecimiento, ausencia de fision; resumidas en la Figura 13 A.
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Figura 13. Simulaciones de la estructura y la dinamica estructural del RE basadas en la
caracterizacion estructural del RE de células COS-7.

(A) Cuadro resumen de parametros estructurales y de escala de las imagenes, consideradas en la
generacion de las simulaciones de RE. (B) Procesamiento de imagenes en la esqueletonizacién, (i)
dos Imagenes representativas con diferente densidad de trifurcaciones (panel superior e inferior)
obtenidas mediante microscopia confocal de disco rotatorio de RE de una célula COS-7; (ii) imagen
binaria, resultado de la segmentacion semi-automatica; (iii) esqueletonizacion, con inserio que
permite visualizar los detalles. (C) Esquema que destaca en color naranjo lo que es considerado
trifurcacion, e inmediatamente abajo, los valores estimados para cada uno de los ejemplos. (D)
Histograma de distribucion del nimero de trifurcaciones, con una linea amarilla punteada se indican
los maximos locales correspondientes al percentil 25% y al percentil 75% (E) En cada panel se
observa arriba la imagen representativa de una simulacion de RE, abajo histograma del niimero de
trifurcaciones en cada simulacién de RE, calculada mediante esqueletonizacion; de izquierda a
derecha los recuadros representan 5 simulaciones representativas de 100 que fueron realizadas en
donde aumenta progresivamente el nimero de trifurcaciones con las cuales fueron inicializadas (F)
Imagenes representativas de una simulacion de RE moévil generadas mediante MATLAB
(Mathworks).en donde la dinamica esfructural es generada mediante el crecimiento de tibulos
(flecha morada), y el desplazamiento al azar de trifurcaciones (flecha verde). El aumento en la
movilidad de Ia red es generado tinicamente aumentando la proporcion de trifurcaciones méviles por
sobre las trifurcaciones inmoviles (flechas rojas) manteniendo constante el nimero inicializado.

61




Con el objetivo de obtener los parametros bioldgicos relevantes de la
estructura del RE, se utilizaron imagenes de RE de células COS-7, que fueron
analizadas mediante esqueletonizacion. La esqueletonizacion de imagenes binarias
es una poderosa herramienta para caracterizar la estructura de geometrias
complejas como el RE, y su aplicacién permite obtener mdltiples parametros
morfoldgicos a partir de imagenes de microscopia (Alcayaga, 2012). Trabajos
previos de nuestro laboratorio desarrollaron un método de esqueletonizacion
validado para la cuantificacion de RE de células COS-7 (Alcayaga, 2012). El cual
consiste en los siguientes pasos, (i) obtencion de imagen deconvolucionada; (ii)
generacion de imagen binaria, mediante segmentaciéon semi-automatizada; (jii)
esqueletonizacién, generando una serie de descriptores estructurales siendo el
ndmero de trifurcaciones el mas simple de interpretar (Figura 13 B).

Se aplico la esqueletonizacion en 80 células, encontrandose que el nimero
de trifurcaciones promedio de una célula COS-7 fue de 465 +/- 255 (percentiles
25%, 273; 75%, 617 trifurcaciones por células). El pardmetro de trifurcaciones
present6 dos méximos locales (Figura 13 C, lineas segmentadas amarillas). Estos
resultados sugieren la existencia de dos poblaciones diferentes de células, con baja
y alta densidad de trifurcaciones. En los experimentos sucesivos de cuantificacion
del ID se seleccionaron tinicamente células que corresponden a la poblacion de baja
densidad de trifurcaciones (cercanas al percentil 25%, 273 trifurcaciones por célula).

El parametro de trifurcaciones se utiliz6 para generar simulaciones de la
estructura del RE. Se generaron 100 diferentes simulaciones del RE, modificando
el nimero total de trifurcaciones con las cuales fueron iniciadas. Debido a que la

simulacién considera aspectos dinamicos, cada RE simulado puede presentar un
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namero mayor de trifurcaciones a los iniciales, lo cual le otorga una desviacién
acorde al modelo biolégico. Para conocer el nimero de trifurcaciones de las
simulaciones de RE, estas fueron cuantificadas de manera idéntica a las células
COS-7 (solo cambiando la segmentacion semiautoméatica por un método
automatizado). Cada una de las simulaciones fue repetida 100 veces, y el niimero
de trifurcaciones fue extraida de los datos de esqueletonizacion y representado
mediante un histograma, (Figura 13 C; ejemplos representativos e histogramas para
inicializaciones de 50, 60, 80, 150, y 200 trifurcaciones respectivamente). Se
identifico la simulacién que presentaba mayor semejanza al criterio biolégico de
numero de trifurcaciones establecido anteriormente, siendo la simulacién
inicializada con 200 trifurcaciones la mas semejante (Figura 13 E; recuadro linea
segmentada amarilla). De esta manera se obtuvo una simulacién de RE que posee
caracteristicas similares a nivel de tamafio, textura, escala, y estructura del RE
biolégico, la cual sera utilizada para la generacién de las simulaciones de RE
dindmi1co.

Utilizando como base la estructura simulada de RE, se introdujeron dos
mecanismos para la modificacion de la estructura, y la consecuente generacion de
dinamica estructural: (i) eventos de crecimientos de nuevos ttibulos a partir de otro
preexistente (Figura 13 F; flechas violeta); y (ii) aumento en el ndmero de
trifurcaciones moviles, desplazadas aleatoriamente (Figura 13 F; flechas verdes). El
desplazamiento de la trifurcacion implica el movimiento de todo el tibulo conectado
a esa trifurcacién, consiguiendo que aumentos en el nimero de trifurcaciones
moviles tengan gran impacto en la dinamica global de Ia red (Figura 13 F; imagenes

representativas de una serie mévil de imagenes de RE simulado).

63




Utilizando las simulaciones de RE dinamico se evalué a continuacion el ID
por analisis de autocorrelacion y por energia de movimiento. De manera importante,
ambos ID aumentaron progresivamente a medida que aumenté la proporcion de
trifurcaciones méviles manteniendo constante las trifurcaciones totales (Figura 14 A
y B). Estos resultados demuestran que los ID desarrollados en base a
autocorrelacion y a energia de movimiento son efectivos para medir cambios en la

dinamica estructural de una simulacién de RE de una célula COS-7.
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Figura 14. Validacién del ID mediante simulaciones computacionales de la dinamica
estructural del RE.

Calculo del ID en RE simulado. El ID graficado es obtenido mediante la normalizacion del ID en una
breve secuencia de 500 imagenes, normalizado con el ID obtenido al inicio de la secuencia temporal.
El eje X representa la variacion en el nimero de trifurcaciones moéviles -un incremento en este valor
indica un aumento en la dinamica estructural del RE simulado. Resultado de la normalizacion se
obtienen diferentes valores de ID en unidades arbitrarias (U.A.) a medida que se incrementa la
dinamica estructural. Las graficas son resultado de la aplicacion de dos métodos para de obtencion
del ID: (A) Autocorrelacion y (B) Energia de movimiento.
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5.2.5. ID del RE en respuesta a modificaciones de la estabilidad de los MTs.

Como se menciond anteriormente, el citoesqueleto de MTs es el principal
generador de la dinamica estructural del RE en células animales (Tabla 1, columna
8; relevancia del citoesqueleto). Ademas, alteraciones de sus propiedades son
ampliamente utilizadas para modificar selectivamente los mecanismos de la
dinamica estructural del RE.

Con el objetivo de obtener una curva de correlacién entre el ID y cambios en
la dinamica estructural de RE de células COS-7, se disefid un experimento
adquiriendo el ID en el tiempo, en respuesta a tratamientos farmacolégicos que
alteran la estabilidad de los MTs (Figura 15 A). Esto fue realizado, mediante
animaciones a una alta resolucién temporal (500 imagenes cada 100ms, cubos
'grises, Figura 15 A), realizando 8 registros en el lapso de una hora (tiempos en
minutos indicados sobre la flecha; Figura 15 A). Con la finalidad de evitar
ambigliedades en el ID, debido al tamario de la célula y la cantidad inicial de RE, se
normaliz6 la medicién de cada secuencia temporal por el ID obtenido en el tiempo
0 inmediatamente después de adicionar la droga o el vehiculo, (Figura 15 A).

Utilizando este protocolo experimental se evalud el cambio en el ID en el

tiempo mediante el método de energia de movimiento y el método de

autocorrelacién en respuesta a drogas que alteran la estabilidad de los MTs (Figura

15 By C respectivamente). En condiciones control se observé que el ID se mantuvo
constante durante 60 min. (Figura 15 B-C; curva rosada), estableciendo una linea

base de comparaciéon para los experimentos posteriores. Luego se procedié a
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aplicar drogas de conocido efecto sobre la estabilidad de los MTs: Nocodazol 5 uM
(Friedman et al., 2010b) y Taxol a 10 uM (Galan et al., 2011). Las estimaciones del
ID indicaron que Unicamente el tratamiento con Nocodazol modificd
significativamente el ID generado por autocorrelacién, y no el ID generado por
energia de movimiento (Figura 15 B-C; curva violeta), siendo también ineficaz el
tratamiento con Taxol (Figura 15 B-C; curva celeste). Se identifico el minimo tiempo
exposicién a Nocodazol en el que se produjeron cambios significativos en el ID
evaluado por autocorrelaciéon (Figura 15 C; linea segmentada amairilla, tiempo y
concentracion aplicados en objetivo 5.3), estableciendo las condiciones para
realizar los experimentos del objetivo final

También se evalué si otros tratamientos que afectan el correcto
funcionamiento de la célula eran capaces alteran el ID: (i) Colchicina, la cual inhibe
la polimerizacién de los MTs, (iii) B‘refeldina A, que inhibe el transporte de RE al
aparato de Golgi, o (iii) Citocalasina D, que impide la polimerizacién y elongacion de
los microfilamentos (Presley, 2005). Colchicina y Brefeldina A no modificaron el ID
(Figura 15 D; curva naranja y celeste), dando cuenta de Ia especificidad de la
respuesta del ID. El tratamiento con Citocalasina D si modificé el ID en tiempos
largos de exposicion al farmaco (Figura 15 D; curva verde), sin embargo, las células
presentaron severos cambios estructurales que impiden el calculo correcto del ID.

En resumen, estos resultados validan el uso del ID para medir cambios en la
dinamica del RE y establecen una metodologia para la disminucién del ID mediante

la aplicacion de Nocodazol.
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Figura 15. Cambios en el ID al alterar progresivamente la estabilizacién del citoesqueleto.

(A) Disefo experimental, indicando los diferentes intervalos de tiempos, y el calculo del ID. (B-C)
Evaluacion del ID obtenido mediante energia de movimiento y autocorrelacion respectivamente, en
condicion control (solo con el vehiculo DMSO al 1%; 8 experimentos independientes) o con drogas
que aumentan o disminuyen los MTs a dosis previamente reportadas (Taxol 10 uM y Nocodazol 5
MM, respectivamente; 9 experimentos independientes cada uno), evaluando sobre una misma célula
a medida que se aumenta el tiempo de exposicion al farmaco. Se destaca en un cuadro amarillo el
tiempo seleccionado para el experimento del objetivo especifico 5.3. (D) Evaluacion de la
especificidad de ID evaluado mediante autocorrelacion luego del tratamiento con otras drogas que
afectan diferentes estructuras subcelulares, control (solo con el vehiculo DMSO al 1%:; 9
experimentos independientes) Colchicina (3 experimentos independientes), Citocalasina D (8
experimentos independientes), Brefeldina A (4 experimentos independientes)). Prueba de student
post hoc Neuman-Keuls , *** p<0,01.
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5.3. Evaluar la correlacion entre ID y micro-FRAPs mediante tratamientos

farmacolégicos que modifican la dinamica estructural en células COS-7.

5.3.1 Correlacién entre modificaciones del ID y el D a través del RE.

Con el objetivo de evaluar la correlacion entre la dinamica estructural y
transporte de proteinas, se modificé el ID aplicando tratamiento de 15 min. con
Nocodazol 5 M, y mediante microFRAPs se obtuvo el D antes y después de
modificar el ID. El tratamiento con Nocodazol produjo una disminucion significativa
del D medido en una misma célula (Figura 16 B). Estos resultados destacan el éxito
en la evaluacion simultanea de dos parametros celulares, mostrando que el D y el
ID se correlacionan bajo las condiciones evaluadas, relacién que no ha sido descrita
previamente. A pesar de ello, experimentos complementarios deberan corroborar

este hallazgo.
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Figura 16 Coeficiente de difusion posterior a la disminucién en la dinamica estructural.

(A) Disefo experimental indicando que se realizan series de imagenes en diferentes intervalos de
tiempos, en cada serie de imagenes de calcula un ID el cual es normalizado en funcién del ID inicial.
Se destaca en un recuadro amarillo el tiempo seleccionado a partir de los resultados del objetivo
especifico 2 para ser aplicado en este experimento. (B) D obtenido en condiciones control y luego
de 15 min de tratamiento con Nocodazol 5 uM. Se evidencia modificacion en el D de células
sometidas a tratamiento en condiciones que sabemos que el ID es modificado. Prueba de student
post hoc Neuman-Keuls, significancia ** p<0,05.
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6.- DISCUSION

La descripcién cuantitativa de la movilidad subcelular, tanto de
macromoléculas como de organelos, es fundamental para la construccién de
modelos biofisicos precisos que contribuyan a la comprension de la relevancia de
estas propiedades. Los abordajes de esta problematica requieren un enfoque
multidisciplinario que considere aspectos de biologia celular, biologia molecular,
microscopia, procesamiento de imagenes y modelamiento fisico.

Avances recientes en el desarrollo por ejemplo de: microscopios 6pticos cada
vez mas rapidos en la adquisicion y de mejor resolucién, de proteinas fluorescentes
mas brillantes y menos tdxicas y de métodos computacionales para el
procesamiento y analisis automatizado, han permitido entender en mayor
profundidad procesos de la movilidad subcelular, a nivel de organelos o

macromoléculas individuales.

6.1. Cuantificacion del transporte de proteinas por FRAPs en células vivas.

En las ditimas décadas las técnicas de microscopia en células vivas han
revelado el caracter dindmico y adaptable de los diferentes procesos de transporte
que suceden al interior de una célula. En particular, el uso de FRAP fue introducido
con la finalidad de estudiar el movimiento de proteinas en células vivas (Axelrod et
al., 1976; Koppel et al., 1976), y estd basado en el analisis del incremento en la
fluorescencia en el tiempo en una regién de la muestra previamente sometida a
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fotoblanqueo a través de alta intensidad de iluminacién, y dependiendo de la
sofisticacion del andlisis de datos, los resultados pueden indicar cambios
cualitativos o cuantitativos.

Tipicamente los experimentos de FRAP realizados en el RE fotoblanquean
una extensa regién de la red (Costantini and Snapp, 2013; Valenzuela et al., 2014).
De esta manera, la recuperacién de toda la region fotoblanqueada tardara mas
tiempo, permitiendo que la adquisicién de imagenes sea mas lenta con mayores
tiempos de exposicién, generando imagenes con una mejor razén seiial ruido.

La aplicacién exitosa de microFRAP en células vivas es una tarea técnica
especialmente demandante si el objetivo es la evaluacion de componentes
subcelulares a una gran resolucién temporal y espacial. El correcto desarrollo y
aplicacion de microFRAPs en RE requiere del trabajo multidisciplinario como fue
abordado en este trabajo (Castafieda et al., 2014).

microFRAPs han sido aplicado exitosamente para cuantificar el transporte en
bacterias y pequefios microdominios estructurales en ellas (Elowitz et al., 1999),
resultando en sorprendentes mediciones de un D once veces mas lento que el agua
7,7 D (u?/s) y significativamente mas lento que en una célula eucarionte (27 p2/s)
(Swaminathan et al., 1997) o en una mitocondria (20-30 u2s) (Partikian et al., 1998).
Lo cual da cuenta de la informacién adicional que permite la implementacién de esta

{écnica en el estudio de microdominios estructurales.
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6.2. Cuantificacion del transporte al interior del RE mediante microFRAP

En esta tesis el correcto calculo del D en RE requirié suponer condiciones del
sistema a evaluar incluyendo: infinita cantidad de fluoréforo total, (comparado con
los fotoblanqueados), rapido fotoblanqueo, recuperacién, y conocimiento de la
forma especifica de la region fotoblanqueada (reconstruccién 3D del alcance del
laser de ablacion en una célula) (Braga et al., 2004; Kuhn et al., 2011).

El conocimiento experimental de estas condiciones del sistema, permiti el
desarrollo de una metodologia de fotoblanqueo cuantitativo que considera las

restricciones bioldgicas que impone la estructura del RE.

6.3. Diferencias del D en el RE dependientes del tamafio de la regién

evaluada

Al aplicar esta metodologia de microFRAP se observd de manera interesante
que los valores en el D obtenidos mediante microFRAP presentan variaciones de
hasta dos 6rdenes de magnitud menor, con respecto a los FRAPs en extensas
regiones descrito en la literatura.

Utllizando la misma instrumentacién aplicada en los microFRAP, se
realizaron FRAP de regiones extensas con la finalidad de reproducir los valores de
la literatura y descartar que las diferencias sean producto de la metodologia
microscopica y del andlisis aplicado. Los experimentos de FRAP de regiones
extensas arrojaron valores de D con una magnitud semejante a lo descrito en la

literatura (Dayel et al., 1999). Sin embargo, los D obtenidos mediante microFRAP
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fueron dos 6rdenes de magnitud menores, lo que no es esperable por cambiar solo
la escala del FRAP. De acuerdo a esta diferencia, es posible especular que el
transporte a través del RE posee al menos dos mecanismos de diferente. El méas
lento es el mecanismo de difusién simple que posee por su naturaleza de fluido. Sin
embargo, el componente rapido puede deberse a transporte activo a través del RE,
cambiando la velocidad media de las proteinas, debido a la aplicacion de fuerzas
externas ya sea por componentes del citoesqueleto o movimiento de membranas,
como ya ha sido visualizado en células vegetales (Herman, 2008)

Por otra parte, es posible también que las proteinas posean una misma
velocidad media y los cambios en la velocidad de recuperacion sean debido a la
movilidad de tubulos completos, en donde las proteinas contenidas en el interior del
tabulo, seran transportadas a través de la célula por este mecanismo adicional.
Ambas alternativas plantean nuevos mecanismos de transporte no descritos que
podrian ser altamente relevantes en especial en transportes a largas distancias.

Tanto el transporte activo de proteinas a través del RE, como el transporte
debido a la movilidad de t(bulos completos, abordan las diferencias obtenidas en
los microFRAPs, en comparacion a los FRAP realizados en extensas regiones,
estas dos interpretaciones se diferencian en la velocidad media que deben tener las
moléculas individuales, para lo cual existen técnicas especificas que son capaces
de evaluar la movilidad de moléculas individuales, por ejemplo fluorescence
correlation spectroscopy (FCS) que representa una atractiva herramienta para

aclarar este punto (Winckler et al., 2012) .
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6.4. Estructura de la célula y su relacion con las variaciones en los D

obtenidas por microFRAP.

Uno de los datos inesperados obtenidos al realizar los experimentos de
microFRAP fue la alia dispersion de los D obtenidos, alcanzando incluso dos
ordenes de magnitud. Debido a este alto nivel de dispersion, se intenté identificar
algun componente estructural que correlacionara con las diferencias encontradas,
evaluando el D obtenido en los microFRAPs con diferentes parametros que
describen la estructura del RE.

Del mismo modo se evaluaron una serie de otras caracteristicas
estructurales: forma y tamafio de la célula, extension de la red del RE, posicion
relativa donde se realiz6 la medicion, desplazamiento de la regidn fotoblanqueada,
y topologia del microdominio, concluyendo que el transporte es independiente de
todas estas caracteristicas. Esto no explica las variaciones observadas en el D, pero
si establece que las variaciones estructurales evaluadas con estos parametros no
influencian el D obtenido, lo que es especialmente importante en los experimentos
posteriores ya que algunos de los tratamientos farmacolégicos utilizados generan

cambios estructurales sobre las células que ahora sabemos no afectaran D.
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6.5. Dinamica estructural del RE; desafios en el analisis cuantitativo de la

movilidad subcelular: imagenes microscoépicas

La evaluacion cuantitativa de la dinamica subcelular en imagenes de
microscopia ha sido un tema ampliamente abordado en estructuras discretas como
vesiculas o mitocondrias, en las que se han determinado una serie de parametros
como velocidad, distancia recorrida, o direccion (Gerencser and Nicholls, 2008).

La descripcién cuantitativa de la dinamica estructural del RE posee mayor
dificultad debido a la diversidad de movimientos de este organelo (ver Tabla 1), y al
hecho de que es una Unica estructura continua, lo que dificulta clasificar cada tipo
de movimiento, complicando su idenitificacién y seguimiento. Hasta el momento, los
analisis cuantitativos han sido restringidos a mediciones de elementos estaticos
utilizando herramientas tales como analisis de esqueletonizacion, e interpretacién
de sus respectivos descriptores topolégicos enfocados en identificar cambios en la
longitud de los tabulos (Barbora Radochovd, 2005; Puhka et al., 2012b; Puhka et
al., 2007b; West et al., 2011a), su didametro (West et al., 2011a) y en su patrén de
ramificacion (Puhka et al., 2007b; Wozniak et al., 2009). Sin embargo, esas
metodologias requieren la segmentacién de la imagen y en condiciones de alta
frecuencia de adquisicion estas poseen una baja intensidad de la sefial y un alto
ruido, lo que dificulta su aplicacion.

Para abordar este problema fueron formuladas exitosamente metodologias

que cuantifican la dinamica estructural del RE: autocorrelacién basado en el andlisis
de image correlation spectroscopy (Rossow et al., 2010) y energia de movimiento

(Heeger, 1988). Con estos métodos se generaron 1D, describiendo la dindmica local
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de una serie de imagenes, que al ser normalizado en funcién de tiempos anteriores
genera un valor global del cambio en la dinamica estructural del RE.

Los ID obtenidos mediante autocorrelacion y energia de movimiento fueron
validados en diferentes aspectos: por una parte, en células vivas se evalud la
especificidad del movimiento mediante el uso de proteinas que deberian moverse
mas lento, brillar mas, y por otra parte en simulaciones de RE dinamico, generadas
para reproducir las caracteristicas estructurales de las imagenes de RE de células
COS-7 obtenidas en estos experimentos. En estos modelos se modificd
progresivamente la dinamica estructural y se evalud la respuesta lineal en modelos
simulados de RE.

Realizando una validacion profunda de estas nuevas herramientas se
demostré la reproducibilidad y sensibilidad al movimiento en las condiciones
experimentales utilizadas (aumento, frecuencia de adquisicion, resolucién espacial,
razén sefial-ruido etc.), estandarizando la cuantificacién global y local de la dinamica

de una red cerrada.

6.6. Modificacion del ID mediante alteracién del citoesqueleto de MTs.

Con el objetivo de modificar la dinamica estructural del RE cuantificada por
el ID, se alteré uno de los principales componentes involucrados en la generacion
de movimientos al interior de la célula como lo es el citoesqueleto de MTs, mediante
tratamientos farmacolégicos que se sabe lo modifican.

Tanto Nocodazol y Taxol fueron efectivos en alterar la correcta polimerizacion

de MTs, sin embargo, Taxol no modifico significativamente el ID. Este resultado es
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de dificil interpretacién, debido a que los efectos en la estabilizacién de los MTs
mediante Taxol pueden tener efectos antagdnicos sobre la dinAmica estructural del
RE, aumentando el movimiento corredizo mediado por motores moleculares, pero
también aumentando las asociaciones estables de RE y MTs, por lo que, a pesar
de ser un resultado decepcionante, esta de acuerdo a lo esperado. Por otra parte,
Nocodazol, produjo una disminucion progresiva y gradual en el 1D, lo cual satisface
las expectativas del objetivo planteado, y permite seleccionar las condiciones de
aplicacion de este tratamiento que aseguren por una parte la disminucion
significativa del ID, y por otra parte que eviten la aparicion de efectos inespecificos

producto de la exposicién prolongada a una droga.

6.7. Bioenergética y su relacion con el D.

Con la intencién de demostrar que esta relacion entre el ID y el D es un
mecanismo activo reproducible bajo ofras condiciones que modifiquen el ID, se
evalué como el agotamiento de ATP mediante la inhibicion conjunta de la glicolisis
y la fosforilacion oxidativa pueden modificar el transporte. En principio se validé el
tratamiento farmacol6gico mediante la cuantificacién del consumo de oxigeno, y a
continuaciéon fue aplicado evaluando el D. Resultado de esto se observa una
dramatica disminucién del D, lo que esta de acuerdo a nuestra prediccion y permite
suponer una gran dependencia energética. Por otra parte, se observd una
disminucion en la fraccién mévil, lo cual puede interpretarse como una disminucion

de la densidad de las moléculas, una disminucién del volumen de la regién evaluada
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o una fragmentacion de la estructura del RE, todas estas alternativas son escenarios

inconvenientes ya que impiden obtener conclusiones directas.

6.8. Relacion entre la dinamica estructural y el transporte de proteinas;

correlacion entre ID y D.

Se modifico el ID, lo que implica un cambio en la dinamica estructural del RE
y se evalué si existe correlacién con el cambio en el transporte de proteinas, medido
con el D a través de micro-FRAPs. Como resultado se observé que una disminucion
en el ID se correlaciona con una disminucién en el D, lo que esta de acuerdo con la
hipétesis planteada, que relaciona la dinamica estructural del RE y el transporte por
su interior. Esta correlacion es limitada en su interpretacion, debido a aspectos
técnicos del tratamiento farmacolégico, que ademas de modificar la dinamica
estructural del RE maodifican una serie de otros procesos subcelulares, por lo cual
se requieren varias estrategias farmacoldgicas, sumado a herramientas genéticas,
Yy mecanicas que sean capaces de modificar directamente las fuerzas implicadas en
estos procesos, sumando una metodologia independiente, para asi dar cuenta
inequivoca de la correlacion propuesta. De ser corroborada esta relacion, se
complejizaran los modelos que explican el transporte de proteinas y el transporte

de iones acoplado al posicionamiento de transportadores y proteinas asociadas.
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6.9. Relevancia fisiologica en el transporte a grandes distancias.

Nuevos mecanismos de regulacion del transporte de proteinas a través de la
célula pueden ser de gran relevancia en células de gran longitud y complejidad
estructural como las neuronas. En este sentido, se acepta que el mecanismo
principal de transporte en largas distancias es mediante vesiculas que viajan a
través del citoplasma. Sin embargo, evidencias sobre la distribucion del RE en
dendritas y axones, asi como nuevas observaciones respecto a la relevancia del
transporte a través de la continua red del RE neuronal permiten hoy proponer
mecanismos alternativos de distribucion de proteinas (Gonzalez and Couve, 2014;
Gonzalez, 2016; Horton and Ehlers, 2003; Valenzuela et al., 2014). Po_r este motivo
un mecanismo activo de transporte a través del RE abre nuevas perspectivas sobre
el impacto de este tipo de transporte y la relevancia que pueda tener en el trafico
células de gran tamafio y altamente polarizadas como las neuronas.

Siendo el RE altamente compacto en términos de la proximidad de sus
microdominios, tibulos y cisternas, en la mayoria de los modelos celulares, no es
siempre posible realizar microFRAPs sobre un tinico microdominio estructural como
se realiz6 en las células COS-7. Por este motivo para el estudio en profundidad de
RE en otros modelos como neuronas, se requiere de la implementacién de técnicas
de superresolucién que permitan por una parte describir su estructura, y por ofra
parte el transporte, siendo el seguimiento de moléculas individuales y la obtencién
de velocidades medias una alternativa ideal.

Sin embargo, debido a su complicacion técnica y equipamiento

especializado, las técnicas de superresolucion han sido aplicadas escasamente en
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la cuantificacion de proteinas reticulares y restringiéndose Gnicamente a proteinas
de RE en la membrana. Describiendo una gran variabilidad en el D en hasta dos
ordenes de magnitud para la misma condicién, identificando zonas segregadas que
poseen D altos excluidos de las zonas donde se encuentran los D de menor
magnitud lo cual se sospecha es resultado de la composicion lipidica del RE, y
siendo utilizado también para reproducir valores obtenidos mediante FRAP
(Anderluh et al., 2014; Smith et al., 2014; Wu et al., 2014). Por lo que la introduccion
de nuevos métodos de cuantificacion del transporte de proteinas en el RE, y de la

dinamica estructural de este organelo, permitiran profundizar en la relevancia de

estas propiedades en la fisiologia celular.




7.-CONCLUSIONES

microFRAPs de tdbulos individuales de RE son una técnica efectiva en la
descripcion del transporte de proteinas en microdominios del RE mediante el
coeficiente de difusién D.

El D evaluado en microdominios no depende de caracteristicas estructurales del
RE o de la célula.

El ID mediante autocorrelacion y energia de movimiento es una herramienta
efectiva en la cuantificacion de la dindmica estructural del RE, simulado y bajo
ciertas condiciones farmacoldgicas que afectan la movilidad del RE.

Una célula control posee un ID constante en el rango de una hora.

La alteracion de la estabilidad del citoesqueleto de MTs correlaciona con
cambios en el ID.

La evaluacion conjunta del ID y del D mediante microFRAPs son una
herramienta eficiente en la identificacion de correlaciones entre estos eventos

de movilidad celular

ID y D correlacionan al modificar el citoesqueleto de MTs.
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Octubre 23-27 del 2012.

Optical flow for motion estimation and tracking of subcellular, cellular
and supracellular dynamics. Mauricio Cerda, Jorge Jara, Alex Cérdova,
Jorge Toledo, Eduardo Pulgar, Carmen-Gloria Lemus, Omar Ramirez, Jarno
Ralli, Miguel Concha, Steffen Hartel. CHILEAN SOCIETY FOR CELL
BIOLOGY XXVI ANNUAL MEETING. Puerto Varas, Octubre 23-27 del 2012.
Endoplasmic reticulum organization and modulation of calcium signals
in astrocytes. Omar Ramirez, Alex Cordova, Jorge Toledo, Mauricio Cerda,
Andrés Couve, Steffen Hartel. CHILEAN SOCIETY FOR CELL BIOLOGY
XXVI ANNUAL MEETING. Puerto Varas, Octubre 23-27 del 2012.

The organization of the tubular network of the endoplasmic reticulum

. modifies the transport of cargo proteins. Jorge Toledo, Luis Briones,

Mauricio Cerda, Jorge Jara, Steffen Hartel, Omar Ramirez, and Andrés
Couve. CHILEAN SOCIETY FOR CELL BIOLOGY XXVI ANNUAL
MEETING. Puerto Varas, 23 al 27 de Octubre del 2012.

Spatiotemporal cartography of the endoplasmic reticulum dynamic.
Jorge Toledo, Pamela Romero, Mauricio Cerda, Felipe Santibafiez, Nicolas
Navarro, Juan José Saez, Andrés Couve, Steffen Hartel. EMBO Workshop:
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Current advances in membrane trafficking: Implications for polarity and
diseases. Puerto Natales, Chile, 9 al 14 de septiembre, 2014.

Structural dynamics of the endoplasmic reticulum and its relation to
luminal protein transport. Jorge Toledo, Nicolas Navarro, Pamela Romero,
Félix Urra, Mauricio Cerda., Felipe Santibafiez, Omar Ramirez, Steffen
Hartel, Andrés Couve. CHILEAN SOCIETY FOR CELLBIOLOGY XXVII
ANNUAL MEETING. Puerto Varas, Octubre 26-30, 2014.

Complex | inhibition produces metabolic remodeling and decreases
migration in breast cancer cells: Role of glucose availability. Félix A.
Urra, Felipe Mufioz-Cérdova, Jorge Toledo, Ramiro Araya-Maturana, César
Cardenas. CHILEAN SOCIETY FOR CELLBIOLOGY XXVIII ANNUAL
MEETING. Puerto Varas, 26 al 30 de octubre, 2014.

Structural dynamics of the endoplasmic reticulum and its relation to
luminal protein transport. Jorge Toledo, Mauricio Cerda, Felipe
Santibafiez, Pamela Romero, Nicolas Navarro, Félix A Urra, Omar Ramirez,
Christian Gonzalez-Billault, Steffen Hartel, Andrés Couve. Conference on
Quantitative Biolmaging in Paris, Francia. Enero 7-9, 2015.

Structural dynamics of the endoplasmic reticulum mediated by
cytoskeleton modifies luminal protein transport. Jorge Toledo, Mauricio
Cerda, Felipe Santibafiez, Félix Urra, Claudia Reyes, Daniela Flores, Javiera
Bruna, Cesar  Cardenas, Steffen Hartel, Andrés Couve.
Tsukuba Global Science Week (TGSW), Tsukuba, Japon. Septiembre 28-30,
2015.

Trafficking of voltage-gated sodium channels in peripheral injured
axons. Macarena Diaz-Ubilla, Carolina Gonzalez, Jorge Toledo, José
Cénovas, Tomas Aguirre, Felipe Court, and Andrés Couve. CHILEAN
SOCIETY FOR CELLBIOLOGY XXIX ANNUAL MEETING, Puerto Varas,
Octubre 25-29, 2015.

Targeted epigenetic editing to control PSD95 gene expression and to
regulate neuronal refinement. Nur Jury, Fernando Bustos, Estibaliz
Ampuero, Rodrigo Aguilar, Lorena Varela-Nallar, Fahimeh Dalai, Jorge
Toledo, Juan Ahumada, Berta Henriquez, Miguel Guerra, Jimmy Stehberg,
Rachael Neve, Marco Fuenzalida, Steffen Hartel, Marianne Rots, Martin
Montecino, Brigitte van Zundert. CHILEAN SOCIETY FOR CELLBIOLOGY
XXIX ANNUAL MEETING, Puerto Varas, Octubre 25-29, 2015.
Thy-1-induced migration requires B3-Integrin expression in astrocytes.
Raul Lagos Cabré, Alvaro Alvarez, Milene Kong, Francesca Burgos, Jorge
Toledo, Steffen Hartel, Andrew F.G. Quest, Lisette Leyton. CHILEAN
SOCIETY FOR CELLBIOLOGY XXIX ANNUAL MEETING, Puerto Varas,
Octubre 25-29, 2015.

A virtual microscope for school education: the MicroMundo project.
Claudia Reyes, Camilo Allende-Castro, Daniela Flores, Macarena Diaz,
Francisca Valdés, Patricio Niifiez, Alejandro Frutos, Eugenia Diaz, Alejandra
Garcia, Steffen Hariel, Jorge Toledo. CHILEAN SOCIETY FOR
CELLBIOLOGY XXIX ANNUAL MEETING, Puerto Varas, Octubre 25-29,
2015.
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Structural dynamics of the endoplasmic reticulum mediated by
cytoskeleton modifies luminal protein transport. Jorge Toledo, Felix Urra,
Claudia Reyes, Daniela Flores, Javiera Bruna, Mauricio Cerda, Felipe

‘Santibafiez, Julio Cesar Cardenas, Christian Gonzalez-Billault, Steffen

Hartel, Andrés Couve. CHILEAN SOCIETY FOR CELLBIOLOGY XXIX
ANNUAL MEETING. Puerto Varas, Octubre 25-29, 2015.

9.4.- Actividades de extensién

Director proyecto de Valoracion vy divulgacion  “MicroMundo”
(micromundo.microscopiavirtual.cl) noviembre 2014 - a la fecha.

Jurado XIV Congreso Nacional EXPLORA, noviembre-2013-2014-2015.
Jurado XIV Congreso EXPLORA, region metropolitana. Noviembre-2013-
2014-2015.

Asesor cientifico de “Axén”, serie micro documental sobre el funcionamiento
del cerebro humano — Il Concurso Nacional de productos de apropiacion
social de la ciencia y la tecnologia, Explora CONICYT. 2013-actualidad.
Asesor cientifico, elaboracion del video-juego “El escape de Kai” del proyecto
Dendros, Instituto de Neurociencia Biomédica, BNI. 2013.

Exhibicion de imagenes de microscopia, Planetario-USACH, actividad
"Explorando mundos ocultos para descubrir nuevos medicamentos”, Explora
Conicyt e Instituto de Neurociencia Biomédica, BNI. 1 de octubre 2013.
Documental “Mentes Transformadoras” Imégenes de microscopia y material
suplementario. Diciembre 2014.

Redacciéon Dossier instructivo del Afio 2015 EXPLORA CONICYT
CONOCER ILUMINA, Area Comunicacién de la Ciencia- Programa
EXPLORA. Noviembre 2014.

Redaccion “Agenda 2015" EXPLORA CONICYT CONOCER ILUMINA, Area
Comunicacion de la Ciencia- Programa EXPLORA, enero 2015.

Revista de divulgacion cientifica “Chile Tiene Su Ciencia”, redaccion de 3
diferentes actividades experimentales, 2015, Explora Conicyt. Mayo 2015.
“Libro de Actividades 2015", disefio y redaccion de 3 diferentes actividades
experimentales, Semana nacional de la ciencia y la tecnologia 2015, Explora
Conicyt. Septiembre 2015.

Asesor cientifico, elaboracién de la serie animada “Locos Lab” productora
Dinogorila. Diciembre 2016-a la fecha.

Delegacién oficial de la Universidad de Chile, Escuelas de Temporada,
Vicerrectoria de Extension y Comunicacion; taller de biomedicina; Punta
Arenas, Puerto Natales; Porvenir. Enero 2016.
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