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RESUMEN

EI  reticulo  endoplasmatico  (RE)  es  un  organelo  membranoso  presente  en

todos  los  eucariontes.  Su  estructura,  altamente  compleja,  consiste  en  una  red

continua de tdbulos y cisternas, que se reorganizan continuamente en terminos de

tamafio, interconectjvidad y disposici6n, lo que denominaremos dinamica es{ructura]

del RE. La dinamica estructural del RE depende principalmente del citoesqueleto de

microtdbulos (MTs) y proteinas asociadas a este dltimo.

Aunque esta bien establecido que los procesos biofisicos pasivos de difusi6n

simple contribuyen de manera significativa al transporte de  protefnas a trav6s 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 transporfe en las c6Iulas se basan en m6todos de perturbaci6n, como

la recuperaci6n de fluorescencia despu6s del fotoblanqueo (FRAP). Estos m6todos

son dtiles para evaluar el transporte de las poblaciones de proteinas, sin embargo,

s6Io se pueden aplicar a  nivel global, obteniendo  un coeficiente de difusi6n (D) sin

consideraciones de los cambios en la estructura en la cual se evalda. Ademas, son

poco  efectivos  para  detectar  mdltiples  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 metodol6gicas.

En esta tesis se desarroll6  un  metodo  basado  en  microscopia  6ptica  para

cuantificar   el   transporte    de    proteinas    en    micro-regiones    del    RE    Ilamado

microFRAPs,    en    c6lulas    COS-7    marcadas    con    KDEL-mRFP    (una    sonda
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fluorescente  especifica  para  el   RE),   mediante  microscopia  confocal  de  disco

rotatorio  y  analisis  de  imagenes.  Se  cuantific6  el  transporte  de  proteinas  por

microFRAP de dominios individuales del RE obteniendo D y la fracci6n m6vil en un

tdbulo  individual.  Las  estimaciones  de  D  sugieren  que  la  difusi6n  de  protefnas

luminales en microdominios es mas lenta que en regiones de mayortamafio. Estos

resultados    revelan   un   componente   adicional   a    la   difusi6n   pasiva   descrita

anterjormente.

Por otra  parte,  se formul6  un  nuevo  descriptor  matematico-computacional

para  cuantificar ,la  dinamica  estructural  del  RE  con  una  alta  resoluci6n  temporal,

llamado fndice de dinamica (lD), usando analisis de autocorrelaci6n y la estimaci6n

de la energia de movimiento. Ademas, se gener6 un go/d-sfandard para evaluar el

rendimiento  de  lD  bajo  condiciones  simuladas  y  en  c6lulas  vivas,   permitiendo

cuantificar la dinamica de una  red cerrada con un  dnico  indice matematico: el  ID,

algo que no esta descrito en la literatura.

Finalmente aplicamos la metodologia para evaluar simulfaneamente cambios

en  ID y D en condiciones control y bajo modificaci6n de la dinamica estructural del

RE  con  drogas  que  modifican  la  estabilidad  del  citoesqueleto.  Observamos  una

disminuci6n   en   el   D   correlativa   a   una  caida   del   lD   producto  del  tratamiento

farmacol6gico.

Nuestros resultados contribuyen a generar herramientas  matematicas para

cuantificar la dinamica del RE y el transporte de proteinas para una comprensi6n de

su  importancia  en  la  fisiologia  celular.  Especificamente,  Ios  pafametros  lD  y  D

proporcionan  una  combinaci6n  dnica  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 relaci6n 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 intracellulartransport 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 microFRAPs, 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  fo  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

goldstandardinordertoevaluateitsperformanceforsimulatedconditionsandliving

cells.  This  allowed  us  to  quantify the  dynamics of a  closed  network with a  single

numerical index, the Dl, which has not been previously described.

Finally, we applied our methodology to assess changes in D and DI, under (i)

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 Ca2+, sintesis de lipidos, homeostasis de glucosa, y regulaci6n de los

niveles  de  acido  araquid6nico.   Constituye  el   primer  compartimento  en  la   ruta

secretora,   realizando   la  sintesis,   modificaci6n,   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 endocfticas (Friedman and Voeltz,

2011;  Nikonov  and  Kreibich,  2003;  Park  and  BIackstone,  2010;  Westrate  et  al.,

2015).

Tradicionalmente  el  RE  se  ha  estudiado  mediante  microscopfa  electr6nica

(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, Io que le permite cumplir su funci6n en la sintesis de proteinas; (ii) el RE

liso (REL), cuya funci6n se relaciona con el transporfe de proteinas,  Ia sintesis de

lipidos,   la   homeostasis  del  Ca2+  y  el   establecimiento  de  contactos  con  otros

organelos (Baumann and Walz, 2001); y (iii)  Ia envoltura  nuclear que actda como

barrera fisica separando los cromosomas del cifoplasma (Lu et al., 2011 ). Tanto en

el REL como en el RER se identifican tdbulos, trifurcaciones y cistemas los que se

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



A

Envolturanuclear
Cistema

Figura 1  Microdominios estructurales del RE.
(A)  Reconstrucci6n tridimensional de una c6lula  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  tdbulos.  (i)  Reconstrucci6n  tridimensional  de  la  serie  de  imagenes  fluorescente.  (ii)
Representaci6n  tridimensional   del  volumen  generada   mediante  variaciones  de   la  opacidad  el
contraste y el  brillo.  (8)  llustraci6n  esquematica  de  la  estructura  de  la  RE  en  una tipica  celula  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.   IIustraci6n  original   Couve-Lab,   adaptada  de  (Gonzalez  and   Couve,   2014).   (C)
llustraci6n esquematica de microdominios del RE donde se aprecia como la membrana (gris), forma
una cavidad interior acuosa denominada lumen (celeste).
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1.1.      Estructuradel RE

EI  RE  es  una  estructura  membranosa,  que  envuelve  una  cavidad  interior

acuosa    denominada    lumen,    Ia    cual    ha    sido    caracterizada    en    diferentes

microdominios   interconectados;   sacos   aplanados   denominados   "cistemas",   y

ttibulos  interconectados  entre  si  denominados  `trifurcaciones"  (Figura  1),  siendo

presencia  de  estos  microdominios  es  altamente  conservada  en  los  eucariontes,

desde  c6Iulas  vegetales  hasta  neuronas  (Palade  and  Porter,1954;  Porter et  al.,

1945; West et al., 2011a).

Los tdbulos poseen un diametro caracteristico entre 40 a 100 nm, el cual es

generado  mediante  la  acci6n de diversas  proteinas  de  la familia de  reticulones  y

DP1/REEprYopl  que  poseen  la  propiedad  de incrustarse como cufias  en el  lado

externo de la membrana del RE, induciendo la curvatura observada en los tdbulos

(Shibata  et  al.,  2008;  Voeltz  et  al.,  2006).   Estas   proteinas   inducen   incluso  la

formaci6n de ttlbulos a partir de proteoliposomas (Shibata et al., 2008), y promueven

el aumento de la proporci6n de tdbulos en relaci6n a la cantidad de cisternas (Hu et

al., 2009; Voeltz et al., 2006).

Las  cistemas  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 interacci6n homotipica de sus segmentos

luminales   funciona   como   un   preciso   espaciador   (Klopfenstein   et   al.,   2001;

Schweizer et al.,1995). De manera complementaria, Ias 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 cistemas son

capaces de asociarse entre si, mediante la adhesi6n de sus proteinas de membrana

por apilamientos ordenados del RE (Snapp et al., 2003b), demostfandose tambi6n

que estos apilamientos de  membrana  adoptan  un orden tipo "estacionamiento de

autos", en el que diferentes niveles se conectan a trav6s de rampas helicoidales, en

una configuraci6n que maximiza la eficiencia en el transporte (Terasaki et al., 2013).

Por  otra  parfe,  el  estudio  en  c6Iulas  vivas  mediante  la  combinaci6n  de

microscopia    DIG   y    de    fluorescencia    ha    permitido    visualizar   como    estos

microdominios del RE se encuentran en constante reordenamiento, y deformaci6n

(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 conjunfo de cambios sera denominado en lo

sucesivo dinamica estructural del RE.
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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

descripci6n 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 fisi6n en el RE y por otra parte describiendo detalladamente difeiientes eventos

dinamicos: extensi6n de tt]bulos, cierre de anillos poligonales, y desplazamiento de

trifuroaciones del RE (Figura 2). Tambi6n se mencionan otra clase de eventos como

vibraciones e inmovilizaci6n de microdominios.

En cuanto a  la generaci6n de la geometria poligonal del RE, se ha descrito

que una fracci6n purificada de membranas de RE en conjunto con ATP y GTP en

presencia de la GTpasa Atlastina, son suficientes para la reconstituci6n /.n v/.fro 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

generaci6n  de  la  red.   Este  hallazgo   ha  tomado  gran  relevancia  debido  a  la

asociaci6n  directa  de  mu{aciones  de  la  GTpasa  Atlastina  con  un  conjunto  de

patologfas 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  /.n  v/.vo,  y  en  casi   la  totalidad  de  los

mecanismos   de  su   dinamica  estructural   (Tabla   1,   columna   8;   relevancia  del

citoesqueleto).

5



A
Ramificaci6n

FOEotrotr
•         I         .\      .I

ii   Cierre de anillo

EloJqtrH
.flflENfll

iii     Deslizamiento de una

¥a3i6+
:.`.,..:.::.`..:..:..:``.

Figura 2 Primera descripci6n en la literatura de la dinamica estructural del RE.
Figura modificada desde Lee and Chen 1998. (A) Celulas CV-1 tratada con con Dic6(3) marcador de
organelos  membranosos,  utilizado  para visualizar el  RE.  Barra de escala 5.5  LJm.  (8)  Mediante  el
seguimiento  de  la  misma  c6lula  en  diferentes  tiempos  se  demostr6  la  existencia  de  eventos
dinamicos:  (i)  ramificaci6n  de tdbulos;  (ij)  co]apso  de anil[o;  y (iii)  deslizamiento  de  trifurcaciones.
Panel superior indica un dibujo representativo de cada movimiento tomado desde el articulo original.
Barra de escala 1  urn.
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1.3.     Participaci6n del citoesqueleto en los mecanismos convencionales de

la djnamjca estructural del RE.

EI citoesqueleto es el principal generador de la dinamica celular, controlando

procesos tales como el tfafico de membranas, el posicionamiento de los organelos,

el  transporte  intracelular,  Ia  divisi6n  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

microtdbulos (MTs).  El citoesqueleto de MTs esta  intimamente relacionado con el

RE, evidenciandose co-distribuci6n de sus componentes en extensas zonas, motivo

por el cual se ha estudiado intensamente su papel en la dinamica estructural del RE

(AIlan,1995; Dabora and Sheetz,1988; Terasaki et al.,1986; Waterman-Storer et

al.,1995; Waterman-Storer and Salmon,1998).

Los MTs son polimeros polarizados de a y 8 tubulina que son regulados por

modificaciones post-traduccionales y por protefnas asociadas que influyen tanto en

la estabilidad del polimero,  como en la asociaci6n de este a  motores  moleculares

(Nogales, 2000). CLIMP63, ademas de parficipar en la generaci6n de cisternas, ha

sido la primera proteina descrita en la relaci6n RE-MTs. Esta proteina se encuentra

inserta  en  la  membrana  del  RE  y  se  une  directamente  a  MTs  promoviendo  la

elongaci6n de los tdbulos del RE hacia  la periferia de la c6lula (Klopfenstein et al.,

1998;  Shibata  et  al.,  2010).  Adicionalmente,  un  gran  ndmero  de  proteinas  que

asocian de  manera estable  MTs al RE  nan sido descritas, entre ellas  huntingtina,

P22  (proteina  de  uni6n  a  Ca2+),  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

expansi6n y reorganizaci6n 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  c6Iulas

animales (Tabla 1).

Dos mecanismos asociados al citoesqueleto de MTs regulan la extensi6n de

tdbulos  del  RE,  diferenciandose  principalmente  por  su  velocidad,  frecuencia,  y

mecanismos  moleculares  involucrados:  (i)  deslizamiento,  que  corresponde  a  la

fapida extensi6n de un tdbulo del RE mediante su asociaci6n a un motor molecular

del  tipo  dinefna  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) TAG (por sus siglas en  ingl6s

77p Affachmen£ Comp/ex), que corresponde a la asociaci6n de un tdbulo del RE al

extremo   en   ciiecimiento   del   MT,   asociandose   y   extendi6ndose   en   conjunto

(Friedman  et  al.,   2010a;  Waterman-Storer  et  al.,   1995;  Waterman-Storer  and

Salmon,1998; Wozniak et al.,  2009).  El  movimiento tipo TAG es esencial  para  la

abastecimiento de Ca2+ luminal desde la zona extracelular hacia el interior del RE

en  un  proceso  llamado  almacenamiento  operado  por  la  entrada  de  Ca2+  (sfore-

operafed ca/ct.urn entry, SOCE) (Hoth and Penner, 1992; Soboloff et al., 2012).

Ambos  movimientos,  deslizamiento  y TAC,  son  los  principales  eventos  de

dinamica  estructural   reportados   en   la   liferatura,   observando  su   presencia   en

numerosos  modelos y su  relevancia en  procesos fisiol6gicos  relacionados al  RE.
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Por este  motivo sefan denomirrados  mecanismos convencionales  de  la  dinamica

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

1.4.     Ivlecanjsmos no convenciona]es de la dinamica 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, Ias descripciones clasicas hacen alusi6n mayoritariamente solo

a un ndmero muy particular de eventos como deslizamiento de tdbulos y cierre de

anillos   poligonales,   siendo   excluido   un   gran   ndmero   de   eventos   facilmente

observables   en   diferentes   modelos,   como   deslizamienfo   de   una  trifuroaci6n,

retracci6n,  oscilaciones,  Ios  cuales  han  sido  mencionados  en  la  literatura,  pero

sobre  los cuales se desconoce su  relevancia.  Estos eventos sefan referenciados

como mecanismos no convencionales (Tabla 1 ).

A pesar de que convencionalmenfe la dinamica estructural ha sido asociada

principalmente a MTs en c6lulas animales, se ha demostrado en menor medida su

relaci6n con  microfilamentos,  observandose que  la  retracci6n  de tdbulos  hacia  el

centro   de   la   c6lula   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). Tambi6n el RE sufre un movimiento

pasivo debido a flujos del  citoplasma  los  que  han sido  descritos  ampliamente en

c6lulas  vegetales  (Goldstein  et  al.,  2008;  Verohot-Lubicz  and  Goldstein,  2010)  y

animales   (Ajduk  et  al.,   2011;   Bradke  and   Dotti,   1997),   vinculando   su   origen
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principalmente a la contracci6n de redes de actina (Ajduk et al., 2011 ; Niwayama et

al.,  201'1;  Serbus  et  al.,  2005).  Sin  embargo,  la  relevancia  fisio[6gica  de  estos

cambios es todavia confusa pues no induce cambios evidentes en la morfologia del

RE en estas c6Iulas.

Por otra parte, existe evidencia que le resta relevancia a la relaci6n entre MTs

y RE. En particular: (i) el alineamiento del RE y los MTs no ocurre a trav6s de toda

la  estructura  del  RE  (Shiba{a  et  al.,  2006;  Terasaki  et  al.,  1986);  (ii)  los  MTs  o

microfilamentos no son necesarios para  la generaci6n de la estructura tubular del

RE /.n vt.fro (Dreier and Rapopori, 2000); (iii) la retracci6n hacia el centro de la c6lula

es un proceso independientes de MTs (Terasaki and Reese, 1994); y (iv) el RE no

colapsa   completamente   luego   de   la   despolimerizaci6n   de   componentes   del

citoesqueleto  (Shibata et al.,  2006;  Terasaki et al.,1986).  Esta complejidad  en  la

relaci6n existente entre el citoesqueleto y la dinamica estructural del RE sugiere la

existencia de mecanismos adicionales, los cuales han sido pobremente descritos.
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1.5.       Cuantificaci6n de la dinamica estructural

La descripci6n de la dinamica estructural del RE se ha abordado de mtlltiples

maneras  cualitativas,   identificando   una   amplia   diversidad  de   movimientos.   No

obstante,  el  desarrollo  de  herramientas  para  su  analisis  cuantitativo  a  trav6s  de

analisis  de  imagenes  de  microscopia  6ptica  adn  se  encuentra  en  progreso.  La

principal  dificultad  de  los  m6todos  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 mdltiples regiones. En este

contexto una  herramienta ideal de cuantificaci6n de la dinamica estructural del RE

tendria como objetivos: identificar y localizar el evento dinamico, medir su velocidad,

frecuencia, orientaci6n e idealmente las fuerzas involucradas.

Las  herramientas  actuales  se  han  focalizado  principalmente  en  describir

pafametros  estructurales  como  la  longitud  de  los  tdbulos  (Puhka  et  al.,  2012a;

Puhka  et  al.,  2007a;  West et al.,  2011b),  su  diametro  (West et al.,  2011b),  y  los

grados  de  ramificaci6n  (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 intetes

en  la  descripci6n  cuantitativa  sin  necesariamente  identificar  el  tipo  de  proceso

dinamico subyacente; algunas de estas son resumidas en la Tabla 2.

Adicionalmente, restricciones experimentales dificultan la implementaci6n de

estas metodologfas entre ellas: (i) Ios ejemplares tienen distinta cantidad de tdbulos

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  c6Iulas  vivas  son  demasiados  complejas  dificultando  la  interpretaci6n  de  los

resultados,  por ejemplo,  la alteraci6n del citoesqueleto  la  dinamica estructural del

RE,  modificando ademas  la  relaci6n tdbulo/cistemas en  la  c6lula  completa, junto

con muchos otros procesos subcelulares (Costantini and Snapp, 2013).

Estas restricciones han motivado el desarrollo de innovadoras herramientas

de microscopfa y procesamiento de imagenes, resumidas en la Tabla 2, las que adn

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 relevancja fisiol6gica.
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Tabla 2. Metodologias de analisis de la dinamica estructural del RE.    '
Resumen de diferentes tecnicas 6pticas y de procesamiento de imagenes utilizadas en la
cuantificaci6n de la dinamica estructural del RE.

16



1.6.     Estructura del RE y su re]evancia en e[ transporte de proteinas

Las  proteinas  sintetizadas  en  el  RE  se  posicionan  en  el  lumen  (para  la

secreci6n)  o  en  su   membrana   (proteinas   de  transmembrana),   y  pueden  ser

transportadas  a  trav6s  de  la  red  continua  de  ttlbulos  y  cisternas  (Baumann  and

Walz, 2001 ; Wickner and Schekman, 2005). El transporte de proteinas a trav6s del

RE es altamente relevante en los eventos de exportaci6n, Ias reacciones enzima-

sustra{o,  y  la  formaci6n  de  dominios  especializados  de   interacci6n  con  otros

organelos.  Pafametros  relevantes  incluyen  la  modificaci6n  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  trav6s  del  RE  se  han  utilizado

preferentemente lineas celulares adherentes como c6lulas COS-7, que poseen el

RE  extendido   principalmente  en  un  s6Io  plano  facilitando  el  fapido  registro,  y

utilizando  diferentes  aproximaciones  experimentales  como  la  espectroscopia  de

correlaci6n  de  fluorescencia  (FCS)  (Enderlein  et  al.,  2005),  el  seguimiento  de

proteinas fotoactivables o fotoconvertibles (Runions et al., 2006) y la recuperaci6n

de la fluorescencia luego del fotoblanqueo (FRAP). A partir de estas metodologfas

se obtienen los coeficientes de difusi6n (D) utilizados para describir la facilidad con

la que se transportan las proteinas (OIveczky and Verkman,1998).
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El  transporte  de  proteinas  reticulares  puede  suceder  por  medio  de  dos

mecanismos generales: (i) transporte pasivo (difusi6n), que es la manifestaci6n de

la agitaci6n t6rmica presente en todos los sistemas en equilibrio y es comdnmente

referido como movimiento Browniano. La difusi6n ha sido descrita con la ecuaci6n

de  Stokes-Einstein,  que  relaciona  un  valor  de  coeficiente  de  difusi6n  (D)  con

variables   fisicas   especificas   del   sistema   (Brown   1828;   Einstein   1905);   y   (ii)

transporte activo, que se define como el mecanismo mediante el cual las mol6culas

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 difusi6n simple se  puede evaluar gracias a que sigue  leyes fisicas bien

establecidas  descritas  por la  ecuaci6n  de Stokes-Einstein.  En  un  sistema donde

s6lo ocurre difusi6n simple, D depende de tres variables: temperatura, viscosidad,

y radio hidrodinamico.

Ecuaci6n de Stokes-Einstein

ftT
6"1Rh

D = Coeficiente de difusi6n
K = Constante de Boltzmann
T = Temperatura absoluta
ri = Viscosidad
Rh = Radio hidrodinamico

El   aumento   en   la   temperatura   genera   mayor   movimiento   browniano

(desplazamiento cuadfatico  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

disminuifan D. Sin embargo, cuando el transporfe pasivo no se ajusta al modelo de

difusi6n  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   asociaci6n-disociaci6n    (cambio   en   el    radio

hidrodinamico), Io que se entiende por difusi6n an6mala (Garcia-Perez et al.,1999).

Comunmente se presume que el transporfe activo posee direccionalidad (e.g.

tfafico vesicular), no obstante, si un movimiento no es claramente direccional puede

ser pasivo o activo, lo cual no siempre es correctamente interpretado confundiendo

facilmente difusi6n an6mala con transporte activo (MacKintosh, 2012).

1.8.     Regulaci6n del transporte de proteinas a traves del RE

Como  se  mencion6  arriba,  procesos  biofisicos  pasivos  como  la  difusi6n

simple   (Brown   1828;   Einstein   1905),   contribuyen   de   manera   significativa   al

transporte  de  proteinas  a  trav6s  del  RE  (Dayel  et  al.,   1999),   lo  que  ha  sido

corroborado en modelos biol6gicos y en simulaciones computacionales  (Olveczky

and  Verkman,  1998;  Sbalzarini  et  al.,  2005).  Sin  embargo,  se  presume  que  la

difusi6n simple es el tlnico mecanismo de transporte al interior del RE (Cui-Wang et

al., 2012), a pesar de que procesos adicionales a la difusi6n han sido propuestos.

En Saccharomyces cerev/.s/.ae se es{ima que 460 proteinas ingresan por segundo

al RE,  Io 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

difusi6n  mediante  barreras mecanicas (Chao et al.,  2014).  Finalmente,  en c6lulas

vegetales  se  ha  observado,  tanto  en  RE  como  en  otros  organelos  tubulares

(tilacoides),   que   el   movimiento   de   proteinas   es   mss   fapido   de   lo   predicho

dnjcamenteporladifusi6nsimple(kirchhoffetal.,2011;Kohleretal.,2000;Runions

et al., 2oo6).                                                I
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En conjunto,  la evidencia disponible permite  proponer que el transporte de

proteinas al interior del RE de c6lulas animales es un  proceso  mss complejo que

dependeria no s6lo del transporte pasivo, sino que tambi6n podria estar influenciado

por otros factores, entre ellos la dinamica estructural de RE.

Para  resolver esta  pregunta,  es  necesario  superar  las  limitaciones  de  las

t6cnicas actuales. Se requiere generar o adaptar m6todos que permitan: (I) describir

eventos  de  movilidad  subcelular  como  el  transporte  de  protefnas  al  interior  de

microdominios  del  RE,  y  (11)  Cuantificar  la  dinamica  estructural  del  RE,  (Ill)  Ser

capaz  de   evaluar  simultaneamente   estos   pafametros   simultaneamente  y   asi

correlacionar el transporte de proteinas del RE y su dinamica estructural y de esta

manera aproximarse a su participaci6n en la fisiologia celular.
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2.- HIP6TESIS

Un   indice  de  dinamjca   y   microFRAPs   permiten   cuantificar  ]a   dinamica

estructural,  el  transporte  de   proteinas  en   microdominios   del   RE  y  establecer

correlaciones entre ellos.

3.- OBJETIVOS

3.1.-Objetivo General

Establecer metodologias  de  analisis  cuantitativo  de  la  dinamica  es{ructural

del  RE y del transporte de pro{einas a trav6s de tdbulos individuales que permitan

cuantifjcar estos eventos de movilidad subcelular y evaluar la correlaci6n existente

entre ellos.
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3.2.- Objetivos Especificos

OE1.- Caracterizar el transporte de protefnas reticulares en c6lulas COS-7,

implementando una metodologia de fotoblanqueo y recuperaci6n (FRAP) en tdbulos

individuales del RE (micro-FRAPs).

OE2.-   Caracterizar   la   dinamica   estructural   del   RE   en   imagenes   de

microscopia  de  c6lulas  COS-7,, mediante  la  generaci6n  de  un  indice  matematico

(indice de dinamica,  lD).

OE3.-    De{erminar   la    correlaci6n    entre    ID    y    micro-FRAPs    mediante

tratamientos farmacol6gicos que modifican la dinamica estructural en c6lulas COS-

7.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1  Ivlateriales

4.1.1.  Anticuerpos

Anti-GFP (ab6556, Abcam Cambridge, UK), Anti-KDEL de rat6n (StressGen,

Ann Arbor,  MI, USA), Anti-lgG de conejo y rat6n acoplado a peroxidasa de fabano

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

4.1.2.  Lineas Celulares

COS-7  (ATCC  N°  CRL-1651),  Origen:  higado,  de  Cercapi.£hecus  aeth/'aps

(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,  Hercules,  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   (\/Vinkler,   Lampa,   Santiago,   Chile),   membrana   de   nitrocelulosa   (Bio-Rad,

Hercules,  CA,  USA),  metanol t6cnico  (TCL,  Santiago,  Chile),  N,N,N,N  -Tetrametil-

Etilenediamina   (TEMED;   Sigma   Chemicals   Co.   St.   Louis,   MO,   USA),   placas

fotogfaficas  (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-sulfonico        (HEPES),        Acido

etilenglicol-bis (2 aminoetileter) N,N,N',N' tetraac6tico (EGTA), Acido piperacin-1,4-

bis(2-etanosulfonico) (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.  Bio]ogia mo]ecu]ar

1  kb DNA Ladder (GIBCO,  Carlsbad,  CA,  USA),  columnas para  purificaci6n

de  ADN   plasmidial   QIAGEN   Plasmid   Maxi   Kit  (QIAGEN,   Valencia,   CA,   USA),
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Columnas para purificaci6n de ADN plasmidial QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN,

Valencia, CA, USA).

4.2 M61:odos

4.2.1.  Cultivos celulares.

Las   c6Iulas  fueron   cultivadas   utilizando   procedimientos   estandarizados:

medio      DMEM      alto      en      glucosa      4500      mg/L,      L-glutamina      4      mM,

Penicilina/Estreptomicina 1 % y Fungizona 0.25 LIg/mL,10°/o de suero fetal de bovino

previamente   inactivado.   Las   c6lulas   fueron   mantenidas   en   una   incubadora

humidificada,   mantenido  a   37°C  con   50/o   de   C02,   y  cada  cuatro   meses   se

recambiaron, en las cuales previamente se demostr6 estar libres de Mycoplasmas.

4.2.2.  Preparaci6n de los cubreobjetos

Para  asegurar la  adhesi6n  de  las c6Iulas  al cubreobjetos y una  adecuada

extensi6n  de  ellas  sobre  estos,  los  cubreobjefos  fueron  tratados  con  un  medio

adhesivo   H/.sfoGrr.p   50X  (i/.fe   rechno/ogi.es)   diluido   en   acetona   hasta   una

concentraci6n  de  lx.  Los  cubreobjetos  fueron  sumergidos  en  esta  soluci6n  10

veces,  seguido  de  3  lavados  en  agua  destilada  est6ril,  secado  a  temperatura

ambiente en condiciones de esterilidad y almacenados a 4°C.
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4.2.3.  Electroporaci6n de linea celular.

Las c6Iulas fueron subcultivadas a una confluencia del 800/o, 24 h  previas a

la electroporaci6n.  EI dia de la electroporaci6n las c6lulas 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 suspensi6n celular. La tripsina fue diluida adicionando 5 ml de PBS  IX,

y centrifugandose a 350 x g por 1  min a temperatura ambiente. El sobrenadante fue

eliminado y las c6Iulas fueron resuspendidas en  100 uL de Opt/.MEW y mezcladas

con 1  ug de ADN plasmidial total (en caso de transfectar 2 plasmidios diferentes se

utiliza   0,5  ug   de  cada   uno).   Posteriormente   las  c6Iulas  fueron  transfectadas

mediante electroporaci6n utilizando el protocolo recomendado por el fabricante para

c6Iulas   COS-7   (Gene   Pulser  Xcell,   BioRad/.   Finalmente,   Ias   c6lulas   fueron

transferidas  a  una  placa  de  60  mm  de  diametro  con  4  mL  de  medio  DMEM

suplementado con 10 0/o de FBS e incubadas a 37 °C en atm6sfera hdmeda con 5%

de C02. Los estudios fueron realizados 20 h posteriores a la transfecci6n.

4.2.4.  Adquisici6n de imagenes de microscopia en c6Iulas.

Las c6Iulas transfectadas fueron transferidas a cubreobjetos de 24 mm  de

diametro  previamente tratados con HISTOGRIP  ([t.fe  Techno/og/.es) y mantenidas

en  medio  de  cultivo  DMEM  suplementado  con  suero fetal  bovino  al  100/o.  En  los

experimentos   de   microscopia   de   c6lulas   vivas,   el   medio   de   mantenci6n  fue

reemplazado por OptiMEM Iibre de rojo fenol (Life Technologies), 20 min. previos al

experimento.  En  los  experimentos  de  microscopia  de  una  extensi6n  mayor a  15

min.,  y  ante  la  ausencia  de  un  controlador  de  humedad  ambiental,  se  evit6  la

evaporaci6n del medio sellando herm6ticamente la camara en la cual se mont6 el
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cubreobjetos. La salud de los cultivos fue controlada en cada experimento mediante

inspecci6n visual en el microscopio, observando la integridad de la red mitocondrial

en celulas COS-7 transfectadas con un constructo de mito-GFP. Las imagenes de
/

c6Iulas vivas fueron adquiridas en un microscopio de disco giratorio (Perk/'r] E/mer),

mantenido a 37°C, equipado con un objetivo 100x de inmersi6n en aceite (1.3 a.n.),

las imagenes fueron registradas mediante el programa Vo/oc/.£y 3D /mage Ana/ys/.s.

4.2.5.  Experimentos de microFRAP.

Se  estableci6  un  sistema  de  fotoblanqueo  simultaneo  al  registro  de  la

fluorescencia,  para de esta manera aumentar la resoluci6n temporal. Se utiliz6 un

microscopio confocal de disco rotatorio (Pewhr.n E/mer), y laser pulsado de nitr6geno

(Andor   in/.cro-po/.nfer)   para   el   fotoblanqueo,   alineado   previo   a   cada   sesi6n

experimental, y controlando su correcta alineaci6n con el fotoblanqueo de c6lulas

COS-7  transfectadas  con  un  constructo  de  GFP  (sin  secuencia  de  destinaci6n,

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

4.2.6.  Analisis de imagenes.

Para   el   calculo   de   los   coeficientes   de   difusi6n,   las   imagenes   fueron

procesadas en  la siguiente secuencia:  deconvoluci6n,  correcci6n del  movimiento,

correcci6n  del  fotoblanqueo,  eliminaci6n  de  imagenes  que  no  se  blanquean  lo

suficiente, identificaci6n de la regi6n blanqueada y seguimiento de ella a trav6s del

tiempo,   cuantificaci6n   de   la   intensidad   en   la   regi6n  de   intetes  y  calculo   del

coeficiente de difusi6n (D), tiempo medio y fracci6n inm6vil. Para el calculo del D se

utiliz6 un modelo publicado previamente (Cui-Wang et al., 2012).
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La clasificaci6n de la estructura fue realizada aplicando una inspecci6n visual

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

estructurales re]ativos a la posici6n de la regi6n donde se realiza el micro-FRAP (R-

FRAP) uti]izando los siguientes criterios:

a)   Microdominios:  Ttlbulo  largo  =  solo  un  tdbulo  en  R-FRAP;  Tdbulo  corto  =  un

tdbulo y dos trifurcaciones en R-FRAP; Ttibulo terminal = tdbulo que posee un

extremo   libre   en   R-FRAP;   Trifurcaci6n   =   tres   tdbulos   originados   de   una

trifurcaci6n  en  R-FRAP;  Anillo  poligonal  =  tres  o  mas  trifurcaciones  en  un  R-

FRAP siendo los tdbulos de tamafio semejante conformando un polfgono

b)   Forma: Alargada = Ia c6lula a medida que se extiende en su eje principal, su eje

secundario se mantiene constante; Circular = Ia c6lula es c6ncava en todas las

regiones visibles de la imagen; Triangular = a media la c6lula se extiende en su

eje principal, su eje secundario crece proporoionalmente formando una evidente

regi6n angulada; Curva = la c6lula presenta regiones c6ncavas y convexas con

diferente regularidad.

c)   Tamafio: Pequefia = la c6lula es contenida completamente en la imagen si fuese

posicionada  en  el  centro  (las  c6lulas  comunmente  no  estan  centradas  en  el

campo  visual,  ya  que  se  preferencia  centralizar  el  microdominio  a  analizar);

Mediana  =  la c6Iula  es  contenida  en  mas de  la  mitad  de su extensi6n  de ser

posicionada en el centro de la imagen, ademas es posible ver parte del ndcleo;

Grande = Ia c6lula ocupa completamente el campo visual y no es posible conocer

su tamafio total, o no se detecta el ndcleo o los bordes de la membrana celular.

d)   Dinamica de R-FRAP: Nula = la R-FRAP se mantiene inm6vil; Baja = la R-FRAP

sufre   desplazamientos   en   una   extensi6n   menor   a   su   tamafio   (rotaci6n,
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translaci6n, o cambios de escala); Alta = Ia R-FRAP sufre desplazamientos, en

una extensi6n mayor a su tamafio o sufre la transformaci6n de la estructura del

microdominjo.

e)   Posici6n  relativa:  medida  desde  el  centro  de  R-FRAP  hasta  el  borde  de  la

membrana  celular,  el  borde de  la  envoltura  nticleo,  o  la  sumatoria  de  ambas

medidas.

4.2.7.  Tratamientos con drogas.

Para   provocar  el   agotamiento   intracelular  de   ATP,   Ias   c6Iulas   fueron

incubadas durante 20 min. a 37°C con medio Tyrode (Opazo et all., 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,1995).

Para  la manipulaci6n farmacol6gica de la polimerizaci6n o depolimerizaci6n

del citoesqueleto se prepar6 una serie de drogas a concentraciones previamenfe

publicadas en este modelo celular u otro semejante:  Nocodazol a 5 LIM (Friedman

et al., 2010b), Taxol a 10 LiM (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 (li.fe  rechno/ogi.es) temperadas a 37°C y aplicadas durante los

diferentes tiempos de incubaci6n.
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4.2.8.  [nmunob[ot.

La extracci6n de proteinas se realiz6 con la homogeneizaci6n de las c6lulas

en un tamp6n que contenia  1 M  NacI,1  mM  EDTA,10 mg/ml  PMSF,1°/o Trit6n X-

100,  20  mM Tris-HCI  pH  7,4.  La  muestra fue sonicada  y centrifugada  durante  10

min. a 10.000 rpm. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 en buffer Laemmli

y a continuaci6n fueron desnaturadas por temperatura. A continuaci6n, Ias muestras

se  corrieron  en   un  gel  de  poliacrilamida  al   100/o   (SDS-PAGE)  en  condiciones

desnaturantes, y fueron transferidas a  una  membrana de  nitrocelulosa corridas a

300 rnA durante 1  h, Ia membrana de nitrocelulosa fue bloqueada con una soluci6n

que contenia 3% (p/v) de leche descremada y 0,10/o 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 soluci6n de bloqueo y como control de carga se

utiliz6  anti-P-actina  (0,3  mg  /  ml,  Sigma).  Posteriormente  las  membranas  fueron

incubadas   con   un   anticuerpo   secundario   conjugado   con   peroxidasa   (KPL,

Ga/.fhersbung, MD) diluida 1 :6000 en soluci6n de bloqueo durante 1  h a temperatura

ambiente, y la reacci6n fue detectada por ECL (Pierce Biotechnology, Rockford, lL).

4.2.9.  Analisis del metabolismo celular en tiempo real.

Para determinar el efecto de los inhibidores sobre el metabolismo celular, fue

utilizado iun  Extracellular Flux Analyzer 96e (BD  Bioscience,  USA).10.000 c6Iulas

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

C02.  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 C02.

El consumo de oxigeno fue  registrado  mediante  [a  apljcaci6n del siguiente

protocolo en automatizado de inyecci6n y agitaci6n en el equipo de Seahorse: (i):

vehiculo (DMSO), (ii) OIigomicina, (iii) FCCP,  (iv) Rotenona y Antimicina-A.

Las primeras mediciones del consumo de oxigeno, previo a las inyecciones,

determin6 la respiraci6n basa[ de las c6Iulas. La inyecci6n de Oligomicina permiti6

la  cuantificaci6n  de  la fracci6n  de  respiraci6n  requerida  para  la  sintesis  de  ATP

mitocondrial.  Para  evaluar  el  maximo  consumo  de  oxfgeno,  como  reflejo  de  la

maxima  transferencia   de  electrones   por  la  cadena  transportadora,   el  agente

desacoplante FCCP previa titulaci6n fue usado en la tercera inyecci6n. Finalmente,

para  producir  la  inhibici6n  total  de  la  respiraci6n  mitocondrial,  fueron  agregados

inhibidores del comp[ejo I (Rotenona) y complejo ]1]  (Antimicina-A).
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5.- RESULTADOS

5.1.     Caracterizar el  transporte  de  proteinas  reticulares  en  c6lulas  COS-7,

implementando una metodologia de FRAP en tdbu]os jndivjdua[es de] RE

(micro-FRAPs).

5.1.1.   Monitoreo  y  optimizaci6n  del  modelo  celular  para  la  aplicaci6n  de

microscopia en c6[u[as vivas y microFRAPs.

C6lulas 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    c6Iulas    COS-7    bajo    condiciones

estandarizadas en esta tesis (detallado en, m6todos 4.2.4). Debido a que todas las

mediciones se efectuaron mediante la sobreexpresi6n de la, protefna fluorescente

roja retenida en RE (KDEL-RFP), se control6 la inducci6n de esttes celular bajo las

nuevas condiciones  utilizadas en  los experimentos de celulas vivas a trav6s de la

fragmentaci6n  del  RE,  la  inducci6n  de  la  chaperona  ERP57  y  la  aparici6n  del

fragmento de Xbpl , tres metodologias ampliamente utilizadas para la detecci6n de

estfes  reticular (Federovitch  et al.,  2005).  Expresiones transitorias de  KDEL-RFP

menores  a 24 'h  no  indujeron fragmentaci6n  del  RE  (Figura  3 A;  panel superior),

contrario a lo observado en la misma c6lula luego de la inducci6n de esttes reticular

mediante tratamiento con Thaps. que si produce la fragmentaci6n del RE (Figura 3

A;  panel inferior).
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A

KDEL-RFP

KDEL-RFP Thaps.

Ctrl      (18h)  |48h)  Thaps.
I(DEL-RFP

Ctr|      (18h) (24h)
I(DE|-RFP

(6h) (12h)
Thaps.

Figura 3. Evaluaci6n de la respuesta al estr6s en las condiciones de visualizaci6n de c6lulas
vivas.
(A)   Celulas   COS-7   transfectadas   con   KDEL-RFP,   marcador   especifico   para   lumen   del   RE
(pseudocolor  blanco).  Se  visualiz6  Ia  continuidad  del  RE  bajo  condiciones  control  y  luego  de  la
inducci6n   de   la   fragmentaci6n    mediante   tratamientos   farmacol6gicos   con   Thaps.    Imagen
representativa de 3 experimentos (8) lmagen representativa de un lnmunoblot de lisado de celulas
COS-7   en   cuatro   condiciones   experimentales:   sin   transfectar   (Ctri);   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  estres  del  RE  con  tratamiento  de  6h  con  tapsigargina  lLJM
(Thaps.),  inmunodetectando  dos  marcadores  de  estres  reticular  ERP-57  y XBpl  y  un  control  de
carga HSP90. Imagen representativa de 2 experimentos.
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Por otra  parte,  c6lulas  no transfectadas  o con  expresiones transitorias  de

KDEL-RFP de al menos 24 h,  no indujeron la acumulaci6n de ERP57, y de Xbpl

(Figura 3 C; primero y segundo carril). Lo que si ocurre en respuesta de la expresi6n

por 48 h de KDEL-RFP o al tratamiento con Thaps. (Figura 3 8).

Estos resultados indican que  la expresi6n transitoria de KDEL-RFP  (<24 h)

no  desencadena  la  respuesta  al  esttes.  Por lo  cual  se  aplic6  este  protocolo  de

transfecci6n en todos  los experimenfos posteriores,  descartando de esta  manera

posibles artificios producto del esttes de RE.

5.1.2.  Visua[izaci6n del RE en c6lu]as COS-7 medianl:e microscopia en c6lulas

vivas.

La  microscopfa  de  disco  rotatorio  permite  generar  imagenes  a  una  alta

frecuencia de adquisici6n minimizando la fototoxicidad y el fotoblanqueo, siendo una

herramienta  ideal  para  la  visualizaci6n  de  celulas  vivas  (Graf  et  al.,  2005).  Se

estandariz6 esta metodologia  logrando registrar con suficiente resoluci6n espacial

y temporal de eventos: (I) convencionales de la dinamica estructural del RE como

el deslizamiento de  un ttlbulo y el cieriie de un anillo  poligonal  (Figura 4,I-11),  y (11)

no convencionales como la deformaci6n de un tdbulo (Figura 4,111).
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Figura 4. Visualizaci6n de la dinamica estructural del RE en c6Iulas COS-7.
Celulas  COS-7  transfectadas  con  KDEL-RFP,  y  registradas  mediante  microscopia  con focal.  Es
posible  identificar en  una  misma  c6Iula  djferentes  eventos  de dinamica  estructural:  (i) crecjmiento
lento,   (ii)  cierre  de  un  anillo  poligonal  y  (iii)  deformaci6n.   Barra  de  escala  2.5  Llm.   Imagenes
representativas de 80 experimentos.

35



5.1.3.  Estandarizaci6n y validaci6n de los m6todos en microscopia y biofisica

para la obtenci6n del coeficiente de difusi6n (D).

Experimentos  cuan{itativos  de   FRAP   requieren  el  ajuste  de   un   modelo

matematico a los datos experimentales, obteniendo la fracci6n m6vil y el coeficiente

de difusi6n  (D)  (Lippincott-Schwartz et al.,  2001).  En  este trabajo  se  estandariz6

tanto la instrumentaci6n microsc6pica, como el procesamiento computacional de las

imagenes.  Por   una   parte,   se   calibr6   la   mefodologia   de   microFRAP   para   el

fotoblanqueo y registro simultaneo  por medio de dos fuentes de iluminaci6n  laser

independientes y adquisici6n de imagenes a altas frecuencias (esquematizado en

la  Figura  5  A).  Para  el  calculo  del  D  y  la  fracci6n  m6vil,  se  ajustaron  los  datos

experimentales  mediante  un  modelo  matematico  de  ajuste  (esquematizado  en

Figura  5  D;  detallado  en  m6todos  4.2.6).  Este  modelo  representa  una  soluci6n

empirica de la ecuaci6n de difusi6n,  basada en  la aplicaci6n de dos  restricciones

provenientes   del   modelo   experimental:   (i)   condici6n   inicial,   que   cuantifica   la

geometria   tridimensional   de   la   regi6n   fotoblanqueada   obtenida   de   manera

experimental   (Figura   5   B-C);   y   (ii)   condici6n   de   borde,   que   describe   si   la

recuperaci6n   de   la   fluorescencia   es   completa   o   si   el   fotoblanqueo   reduce

significativamente   la   fluorescencia   total   del   objeto.   En   colaboraci6n   con   el

laboratorio de S.  Hartel y T Asahi (SCIAN-Lab y Modeling in Scientific lmaging and

Visualization  Laboratory,  respectivamente)  se  evaluaron  estas  restricciones  y  se

genen6 una soluci6n de la ecuaci6n de difusi6n que fue aplicada al analisis de los

datos.
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Figura 5. Disefio experimental y estandarizaci6n del microFRAP.
(A) IIustraci6n del experimento de microFRAP; una celula COS-7 con un marcador del RE (verde) es
fotoblanqueado utilizando un laser pulsado de nitr6geno (flecha azul). Simultaneo al fotoblanqueo se
registra  la  emisi6n  de  fluorescencia  (flecha  naranja  excitaci6n,  flecha  verde  emisi6n).  (8)  Celula
COS-7 transfectadas con el constructo de la proteina EGFP citoplasmatica fijadas, y utilizadas para
calibrar la  posici6n, forma y tamafio del  laser de blanqueo.  Barra 50LJm.  (C) Representaci6n 3D de
la intensidad en  la region blanqueada,  Ia cual ha sido ajustada a un modelo Gaussiano (malla gris)
mediante MATLAB /Mafhwowhs). (D) Gfafico del promedio de intensidad en la region fotoblanqueada
(intensidad normalizada con el promedio de mediciones previo al fotoblanqueo), a traves del tiempo
(en segundos; s).  Linea roja representa los datos de recuperaci6n de la intensidad de fluorescencia
experimentales en una celula tipica;  linea azul, ai.uste matematico de la curva mediante la soluci6n
de la ecuaci6n de difusi6n generada, obteniendo el  D y la fracci6n m6vil.
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Se   aplic6   Ia   metodologia   de   analisis   de   microFRAP,   estandarizado   el

procesamiento   de   las   imagenes   mediante   una   serie   de   pasos   resumidos   a

continuaci6n (esquematizados en la Figura 6):

a)   Las   imagenes   colectadas   en   estos   registros   (432   en   5   experimentos

independientes) fueron  procesadas  por una  metodologia estandarizada en

esta   tesis,    que    incluye:    deconvoluci6n,    segmentaci6n    automatica    y

correcci6n del fotoblanqueo.

b)  Se descartaron registros bajo los siguientes criterios: baja raz6n serial ruido,

comportamiento   no  exponencial   de  la  curva  de   blanqueo,   ausencia  de

convergencia en la curva de recuperaci6n, y presencia de dafio en el RE, de

esta manera reduciendo el total de registros de 432 a 121.

c)   Debido  a   la   alta   movilidad   del   RE  y  al   pequefio  tamafio  de   la   regi6n

fotoblanqueada,  se disefi6 y aplic6 una  nueva  manera de cuantificar estos

micro-FRAP.    Esta    metodologfa    consisti6    en    el    seguimiento    semi-

automatizado  del  microdominio fotoblanqueado  durante todo  el  tiempo  de

medici6n, mediante rotaciones y translaciones de la regi6n de intefes.

d)  Se registr6 la tasa de recuperaci6n de la intensidad de fluorescencia, siendo

estos datos ajusfados a un modelo matematico especialmente disefiado para

este   prop6sito.   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 trav6s del tiempo. De los resultados de los modelos matematicos

ajustados  se  obtuvieron  los  siguientes  pafametros:  (i)  tiempo  medio  de
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recuperaci6n  (resultado  no  mostrado),  (ii)  coeficiente  de  difusi6n  (D),  (iii)

fracci6n m6vil, de esta manera reduciendo al total de registros de 121  a 80.
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Figura 6. Desarrollo experimental del micro-FRAP.
Diagrama  que  resume  paso a  paso  las  etapas  del  analisis  del  transporte  de  proteinas  mediante
experimentos de micro-FRAP, incluyendo: adquisici6n de los datos de 432 registros provenientes de
5 experimentos  independientes,  procesamiento de las imagenes,  analisis y clasificaci6n  posterior.
Indicando, en parentesis, los diferentes programas computacionales utilkados para desarrollar cada
etapa.
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5.1.4.  Caracterizaci6n del transporte de KDEL-REP en RE de c6lulas COS-7.

Con la finalidad de obtener los D en microdominios del RE de c6lulas COS-

7,  se transfect6  KDEL-RFP,  una  proteina  luminal fluorescente  retenida en el  RE,

siendo el transporte de esta  proteina  independiente de  interacciones especificas

que podrian presentar proteinas end6genas, o de transmembrana del RE.

Utilizando KDEL-RFP y la  metodologia ya estandarizada de microFRAP se

logr6 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 u2/s y una

fracci6n m6vil de 124.4 ± 3.7 0/o (n=80; Figura 7 8; barra izquierda en cada gfafico).

Estos valores del D mediante microFRAPs resultaron ser dos 6rdenes de magnitud

menores a los descrifos en la literatura (Snapp et al., 2003a), y tambi6n dos 6rdenes

de magnitud menores a los valores obtenidos por FRAP de regiones extensas, D de

1„27 ±  0.18  u2/s  y  una fracci6n  m6vil de  123.2  ± 4.3  °/o  (n=24)  (Figura  7  a;  barra

derecha  de  cada  gfafico).  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  L12/s hasta 0.01  u2/s (Figura 7 C).
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Figura 7. Transporte a trav6s del RE evaluado mediante micro-FRAP.
(A) C6lulas COS-7 transfectadas con KDEL-RFP observando de izquierda a derecha las imagenes
representativas  antes  y  despues  del  fotoblanqueo  (circunferencia  amarilla).  En  el  panel  superior
observa un FRAP de una region extensa y en el panel inferior un microFRAP, barra 5 urn (a) Gfafico
del promedio de los valores de D y fracci6n m6vil,  Prueba de sfudenf post hoe rveunan-Keu/s,  *"
p<0,01;  n.s.  no significativo.  (C)  Hjstograma  de  distribuci6n  de frecuencia  de  los valores  de  D por
cada celula evaluada.
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Con   la  finalidad   de  correlacionar  esta  variabilidad   con  algtln   elemento

estructural del  RE, se clasific6 cada experimento bajo criterios  estructurales de la

regi6n fotoblanqueada del RE y de la c6lula, reagrupando la totalidad de los 80 datos

en   5  categorfas   (detalles   de   la   clasificaci6n   en   metodologias).   Se  evalu6   la

correlaci6n  del  D,  obteniendo  como  resultado  que  el  transporte  a  trav6s  del  RE

transcurre de manera independiente del dominio estructural (Figura 8 A), del tamafio

(Figura 8 a), de la forma (Figura 8  C), del movimiento de la regi6n fotoblanqueada

(Figura  8 D), y de la  posici6n de  la  regi6n fotoblanqueada  relativa al centro de la

c6Iula (Figura 8 E). En conjunto estos resultados indican que el D es independiente

de las caracteristicas estructurales del RE, o de la c6lula.

43



A

Ttl bu lo la rgo
Td bu lo corto
Anillo  poligonal

`,

E
-

Ttl bu lo termi na I

Trifurcaci6n

Cisterna

Tubuloterminal2%(n=2)        `_        Tdbulolargol8%(n=15)

Ttl bu lo corto 27% (n=22)

cisterna i8%(n=15)         .ire
Anillo  poligonal  18% (n=14)

Trifurcacion  17% (n=14)

<§§§esxG§§§£><Ss®g«£<SSS§gr> ®gfs§S£#§§        <ss*RTuxS£§§

44



a

Pequefia                              Mediana

Grande
24% (n=20)

Mediana
39% (n=32)

;ffii;i;0,

Pequefia
37% (n=31)

ayf f§  §«Sstrf   ®££                <RTfrf  s   ®sffi£

45



::i-     ii-f::-   is-i   :-fii:--

Ala rgada                       Circular                       Tria ngular                  Curva

Curva
38% (n=32)

Triangular
22% (n=18)
e Alargada

16% (n=13)

Circular

24% (n=20)

y§sfe erifsRI^*SfIssRI^  ¢s*              y§gffe er&fIsas^j§ssgr^  c3§fo

46



D

EE]EEEHEE]   A,ta

E=EHillH   BaJa

E=E=E=E=   Nu,a

Nula

58% (n=44)

`srp8!r8P'   a y   €Sg' `sS!S  S  €Sg'

47



'6:i  !

-:    '6`.i

Distancia relativa del FRAP al nucleo

y al borde de la celula

Ariieeri_
0               100            200            300

Distancia al ndclco (pixels)

0              100            200            300

Distoncia al  bord® (pixels)

0               100            200            300

Distancia 81  total (pixels)

•...
S€......

0               100            200             300

Distancia ®l ndeloo (pixels)

150

100

50

0

0                100             200             300

Distoncia al bordo (pixels)

....,,
•  .@Sq  ap        ....

0               100             200            300
Distancia al total (pixels)

Figura 8. Evaluaci6n del Coeficientes de difusi6n (D) y fracci6n m6vil de KDEL-RFP en c6lulas
COS-7 frente a distintas caracteristicas estructurales de la c6lula.
En  cada  panel  de  arriba.hacia  abajo  se  aprecia:  primero,  la  distribuci6n  de  la  poblaci6n  al  ser
clasificada; segundo, el promedio de los D y de la fracci6n m6vil; y tercero,  un modelo que ilustra la
clasificaci6n  realizada, junto con  una  imagen  representativa de esta clasificaci6n.  (A) Clasificaci6n
morfol6gica de diferentes microdominios  presentes en  el  RE.  Imagen  representativa  3.3 x 3.3  LJm.
(8)  Clasificaci6n  respecto  del  tamafio  de  las  celulas.   Imagen  representativa  42  x  55  LJm.   (C)
Clasificaci6n de las diferentes geometrias que presenta la c6lula completa.  Imagen  representativa
42 x 55 urn. (D) Clasificaci6n del movimiento de la region de inter6s fotoblanqueada (Rol) evaluada
durante toda la recuperaci6n de la fluorescencia (300 imagenes adquiridas cada  100 ms).  Imagen
representativa  de tamafio  3.3  x  3.3  urn  adquiridas  cada  1  s.  (E)  Minima  distancia  desde  la  zona
blanqueada  hasta  el  ntlcleo  (barra  anaranjada,  graficos superiores),  hasta  el  borde  (barra  verde,
gfaficos centrales) y la suma de ambas distancias (suma de distancia naranja mas la verde, graficos
inferiores).  Imagen representativa 42 x 55 I-in.
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5.1.5.  Efecto  de[  agotamiento  de  ATP  sobre  e[  transporte  de  KDEL-REP  a

trav6s de[ RE.

La  inhibici6n  farmacol6gica  de  la  sintesis  de  ATP  es  una  aproximaci6n

demostrada para alterar fen6menos 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 inhibici6n total de la movilidad del RE es capaz

de modificar el D.

ATP   fue   agotado   mediante   la   inhibici6n   conjunta   de   la   glic6lisis   y   la

fosforilaci6n     oxidativa.     Para     validar     las     dosis     utilizadas     se     cuantific6

secuencialmente el consumo de oxigeno en respuesta a 0.1  uM de Antimicina A, 1

uM de Oligomicina y 10mM de 2-deoxi-D-glucosa,  resultando en la disminuci6n de

la  respiraci6n  celular,  y a  continuaci6n  el  agente  desacoplante  CCCP  1  LIM  que

aument6 el consumo de oxigeno, dando cuenta de la viabilidad de las mitocondrias

y la integridad de sus membranas (Figura 9 8).

Se   aplic6   este   tratamiento   farmacol6gico   evaluando   el    D    mediante

microFRAP obteniendo una dramatica disminuci6n del D (Figura 9 C). Sin embargo,

tambi6n  se observ6  la  casi  nula  recuperaci6n de la fluorescencia,  (Figura 9 C;  (i)

curva  de  ajuste  e  (ii)  imagenes  representativas  de  una  condici6n  control,  panel

superior y el resultado del agotamiento de ATP, panel inferior). La disminuci6n en la

fracci6n   m6vil  es  interpretada  comdnmente  como   una  fragmentaci6n   del   RE,

dificultando  la  interpre{aci6n  de  los  dafos,  y  restando  relevancia  a  la  disminuci6n

observada en D.
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Figura 9. Efecto del agotamiento de ATP en el transporte de una proteina fluorescente en un
tdbulo dnico.
(A) D obtenido en condicjones control y con agotamiento de ATP.  10 experimentos independientes,
prueba   de   sruc/enf  post  hoc   Iveuman-Keu/s,   significancia   *   p<0,1;   **   p<0,5;   ***   p<0,01.   (a)
Representaci6n  gfafica  de  la  curva  de  ajuste  de  la  intensidad  de  la  fluorescencia  en  el  tiempo
posterior al fotoblanqueo en una condici6n control (grafico de linea azul, panel superior), como en la
condici6n  experimental  Iuego  del  agotamiento  de  ATP  (gfafico  de  linea  celeste,  panel  inferior)
mediante la incubaci6n con diferentes inhibidores farmacol6gicos (0.1  iiM de Antimicina A,  1  LJM de
Oligomicina  y  10mM  de  2-deoxi-D-glucosa  durante  45  min  a  temperatura  ambiente).  (C)  Control
positivo  de  la  eficiencia  del  tratamiento  farmacol6gico  en  la  inhibici6n  de  la  respiraci6n  celular,
mediante  el  registro  del  consumo  de  oxigeno  con   un   electrodo  de  oxigeno  tipo   Clark.   ocho
experimentos  independjentes.  (D)  Efectos  de  la  Oligomicina  sobre  la  respiraci6n  mitocondrial  en
celulas COS-7.  FCCP y Rotenona y Antimicina (Rot/AA) fueron usados para evaluar el efecto sobre
la   maxima   respiraci6n   mitocondrial   (12   repeticiones   en   3   experimentos   independientes).   (E)
lnhibici6n  total  de  la  cadena  transportadora  de  electrones  (8  repeticiones  en  3  experimentos
independientes).
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5.2.     Caracterizar [a dinamica estructura[ del RE en imagenes de microscopia

de c6Iulas COS-7, mediante la generaci6n de un indice matematico (indice

de dinamica, ID).

Se  generaron  dos  metodologias  de  analisis  de  imagenes  de  microscopia

fluorescente basadas en la cuantificaci6n de los cambios en fluorescencia en una

serie temporal de imagenes como se detalla a continuaci6n.

5.2.1.   Generaci6n  y  validaci6n  del  indice  de  dinamica  (ID)   basado  en  el

analisis de autocorrelaci6n.

La funci6n  de autocorrelaci6n se define como  la  correlaci6n  cruzada  de  la

r    serial  consigo  misma.  Esta  funci6n  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 estandariz6 su aplicaci6n para la detecci6n de

procesos estacionarios, donde el valor de esta funci6n es constante, ya que la serial

original  sera  igual  a  otra  en  cualquier  instante  de  tiempo  (esquematizado  en  la

Figura 10 A; celeste), y en procesos dinamicos, donde la funci6n de autocorrelaci6n

tend fa  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.  M6todo  de  cuantificaci6n  espaciotemporal  de  la  dinamica  estructural  del  RE
mediante autocorrelaci6n.
(A)  De  izquierda a derecha:  (i)  llustraci6n  esquematica  de  diferentes  imagenes de  un  RE  m6vil,  y
cuantificaci6n  de  la fluorescencia  en  dos  regiones de  intefes (Rol) a traves de la  serie temporal,
jndicando  con  un  recuadro  violeta  una  Rol  m6vil  y  con  un  recuadro  celeste  una  Rol  jnm6vil.  (ii)
Gfafico de la fluctuaci6n de la intensidad de fluorescencia para cada Rol. (iii) Autocorrelograma para
ambos gfaficos obtenido calculando la autocorrelaci6n en el dominio del tiempo. (iv) Resur(ados para
cada  ROI  mediante autocorrelaci6n son visualizados en  un  mapa espaciotemporal de la dinamica
estructural del RE (pseudocoloreado como un mapa de calor). (v) Calculo del indice de dinamica (lD)
mediante la sumatoria de las diferencias de la representaci6n espaciotemporal de la autocorrelaci6n.
(a)  (i)  Serie  de  imagenes  adquiridas  a  trav6s  del  tiempo;  (ii)  representaci6n  espacial  del  ID;  (iii)
histograma de todos los valores del ID obtenidos de las imagenes, y separaci6n de los valores que
son consjderados m6viles (naranjo), y los valores que indican ausencia de movimientos (azul).
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En la pfactica, se obtiene la intensidad de fluorescencia de un Rol (del t.ngfes regr.or]

of /.r}feresf)  de  la  imagen  a trav6s  del tiempo (Figura  10 A,  i-ii;  Figura  118,  i),  se

calcula  la autocorrelaci6n  (Figura  10,  iii)  obteniendo  un coeficiente de  la curva de

autocorrelaci6n que es representado en un mapa espaciotemporal que resume los

resultados de todos los ROIs (Figura 10, vi; Figura 10  8, ii), y finalmente se obtiene

un dnico valor al realizar las sumatorias de todos los Rols de la imagen (Figura 10

A, v;  Figura  10 8,  iii).

5.2.2.  Implementaci6n y validaci6n  del  lD  basado en energia de movimiento

en e] dominjo de las frecuencias

El   segundo   modelo,   de   energia   de   movimiento,   esta   basado   en   la

observaci6n  que  el  movimiento  de  un  borde  de  intensidad  constante  se  puede

representar como una linea en cierta orientaci6n del volumen 3D (2D espacio y 1 D

tiempo).  Esto significa que  un filtro detector orientado de  manera  precisa  en este

volumen 3D respondefa 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  detecci6n  de  bordes  orientados),  con

diferente orientaci6n y escala, con el objetivo de detecfar movimientos de diferente

direcci6n y magnitud.

La detecci6n 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 que 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.  El  modelo  utilizado  en  esta  tesis,  posee  una  mejora  de  lo  descrito

anteriormente  (Heeger,1988):  toma  la  salida  del  conjunto  de filtros  y ademas  la

salida esperada para un movimiento ideal, y mediante un proceso de optimizaci6n

estima el vector desplazamienfo  por pixel, que es el valor que se utilizafa para  la

descripci6n de] movjmiento.

En  la  pfactica  se  obtiene  la  intensidad  de  fluoiiescencia  de  un  Rol  de  la

imagen a trav6s del tiempo, la que es representada como un cubo 3D (2D espacio,

1D  tiempo,   Figura  11   8,   i-ii),  se  calcula  y  reorienta  el  cubo  3D  eliminando  la

dimensi6n vertical  (Figura  118,  iii),  y se evama  con  las  diferentes  rotaciones  del

filtro   de   movimiento   (Figura   11    a,   iv).   Para   facilitar   la   detecci6n   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 Rols y de todos los

filtros   (Figura   11   a,   vi).   Finalmente  se  obtiene   un   dnico  valor  al   realizar  las

sumatorias   de   estas   variaciones   sobre   cierto   umbral   de   todos   los   filtros

seleccionados, y de todos los ROIs de la imagen (Figura 11  a v).
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A    Analisis de energia de movimiento

I           Barra vertical trasladandose                          11
hacia la derecha
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espaciotemporal
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i     Serie temporal                      1'            Representaci6n  espacial del  lD

lv      Filtrossensibles al
movimiento
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Vi   I.D.= Z*Ey(ROJs)

H:stograra:raunaserle

Rango dinamico

Figura  11.  M6todo  de  la  cuantificaci6n  espaciotemporal  de  la  dinamica  estructural  del  RE
mediante energia de movimjento.
(A)  De  izquierda  a  derecha:  (i)  llustraci6n  esquematica  de  diferentes  imagenes  de  una  barra
desplazandose  a  la  derecha  a  traves  del  tiempo,  indicando  con  flechas  violetas  el  sentido  del
desplazamiento. (ii) Representaci6n espaciotemporal de una estructura 3D inserta en un cubo (2D
espacio-1 D tiempo). (iii) Orientaci6n del cubo que elimina la dimension vertical y permite visualizarse
el  cambjo  en  el  movimiento  como  un  cambio  en  la  orientaci6n  espacial.  (iv)  Filtros  con  diferente
orientaci6n 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 ca[culada en diferentes Rol de la imagen y resumida para ser visualizada un mapa
espaciotemporal,  (pseudocoloreado  como  un  mapa  de  calor).   (vi)  Calculo  del   lD  mediante  la
sumatoria de las diferencias de la representaci6n espaciotemporal de la energia de movimiento.
(8)  (i)  Serie  de  imagenes  adquiridas  a traves del tiempo;  (ii)  Representaci6n  espacial  del  ID;  (iii)
Histograma de todos los valores del lD obtenidos de las jmagenes, y separaci6n de los valores que
son considerados m6viles (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 validaci6n que considere las

restricciones  matematicas  y  del  tipo  de  modelo  biol6gico,  para  dar una  correcta

interpretaci6n de los valores de ID obtenidos.

5.2.3.  Validaci6n del ID en c6lulas vivas.

Debido a que el ID evalda fluctuaciones de la intensidad de fluorescencia, su

capacidad para evaluar la dinamica estructural podria ser modificada por diferentes

variables   como:   la   naturaleza   del   fluor6foro   (brillo,   estabilidad,   maduraci6n,

agregaci6n);  la difusi6n de  la proteina; y la  raz6n serial  ruido.  Por este  motivo se

evaluaron   biol6gicamente   estas   tres   variables,   mediante   tres   experimentos

complementarios detallados a continuaci6n (resumidos en la Figura 12 A).

Lo   primero  fue   demostrar  que   el   lD   es   independienfe   de   la   proteina

fluoriescente   utilizada,   incluso   cuando   presentan   diferencias   en   el   brillo,   el

fotoblanqueo, el tiempo de maduraci6n, el tamafio, la fotoestabilidad y la agregaci6n

entre otras  propiedades  relevantes  en  un fluor6foro  (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

lD  registrando  la emisi6n de  KDEL-RFP y posteriormente (5 min.) se evalu6 el  lD

registrando la emisi6n de KDEL-mNeonGreen en  la misma c6lula (resumido en  la

Figura 12 A; flecha superior). El resultado de estos dos ID se expres6 como la raz6n

lD KDEL-mNeonGreen/ KDEL-RFP.
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Figura 12. Evaluaci6n de la eficiencia del lD en c6lulas vivas.
(A)   Resumen  grafico  del  disef`o  experimental  que  ilustra  la  progresi6n  de  cada  experimento,
indicando con c6Iulas 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  celula.  Esquema
inferior representa la adqujsici6n de peliculas en cada uno de [os tiempos indicados y como estos
datos fueron  normalizados  contra  la  condici6n  control  inicial  para  la  representaci6n  del  lD  (8)  ID
obtenido  para  cada  condici6n  experimental,   normalizado  con  el  lD  obtenido  con  una  proteina
fluorescente de diferente brillo y tamafio, (7 experimentos independientes) una proteina fluorescente
que   es  transportada   mas   lentamente,   (8  experimentos   independjentes)  y   una   condici6n   de
inmovilidad  mediante  la fijaci6n  quimica  del  RE  (10  experimentos  independientes).  (C)  lmagenes
representativas de la video-microscopia de una misma celula antes y despu6s de ser inmovilizada
mediante fijaci6n.  Flechas indican algunos de los eventos dinamicos entre cada fotografia.  Prueba
de student post hoe Neuman-Keuls *** p<0,01., r\.s. r\o s.igr\ifiearfuo.
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De  acuerdo  a  lo  esperado,  el  lD  registrado  en  una  misma  c6lula  con  diferentes

fluor6foros  no present6 diferencias significativas, siendo cercano a  uno (Figura 12

8; barra amarilla). Indicando que el lD no es afectado por el aumento en el brillo, el

cambio en la longitud de onda, o el aumento en la raz6n serial ruido del fluor6foro.

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  [a  secci6n  de  metodologias).  El  6Xito  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

dimerizaci6n  (Couve  et  al.,  2000).   El   lD  fue  el   mismo  para  ambas  proteinas

fluorescentes  (Figura  12  A  y  8).  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 dltimo, se evalu6 el lD en una c6Iula antes y despu6s de ser inmovilizada

completamente   con    paraformaldehido    (PFA).    EI    PFA   cataliza   eventos   de

entrecruzamiento de proteinas resultando en la detenci6n de la dinamica estructural

del  RE,  pero  conservando  su  estructura  tubular  (Figura  12  C).  Consistente  con

nuestras  predicciones  el  lD  fue  significativamente  menor  en  la  condici6n fijada

(Figura  12  8;  barra  rosada).  Estas  observaciones  demuestran  la  sensibilidad  y

robustez de] ]D en e[ modelo biol6gico utilizado
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5.2.4.  Validaci6n   del   lD   mediante   simulaciones   computacionales   de   la

dinamica estructural del RE.

La  introducci6n  de  nuevas  m6tricas  de  cuantificaci6n  requiere  extensivas

validaciones en el sistema que otorgue mayor precisi6n (en ingl6s go/d sfandard).

En ausencia de estas, las m6tricas pueden no detectar los cambios deseados en el

sistema  biol6gico  a  las  que  se  someten  por  primera  vez.   Para  abordar  esta

problematica se generaron  modelos simulados del  RE  para evaluar la  utilidad del

ID.

EI  uso  de  un  modelo  simulado  de  RE  m6vil  requiri6  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 mfnimas de

la  adquisici6n  de  los  datos  experimentales:  tamafio  (cantidad  de  pixeles  de  la

imagen), textura (perfil de intensidad de la fluorescencia en el tdbulo), escala (grosor

del tdbulo en pixeles) y algunas caracteristicas de la dinamica, como la resultante

de eventos de crecimiento, ausencia de fisi6n; resumidas en la Figura 13 A.
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A

S!mulaciones computacionales del RE mediante modelos simplificados de la dinamica estruedral del RE

Tipo de caracteristica simulada            Especificaci6n          Semejanza con RE      Observaci6n
experimental

Tamafros id6nticos

rexturo            Perfil de intensidad         Gaussiano                   ++++

Oi'ndm/.ca         Numero  de  eventos       5-10 eventos en   :   +++
de crecimiento                  500im5genes        I

simbologfa

+++++ ld6ntico a lo descrito; +++ Desconocido; + Contrario a  lo esperado.

Diferencias     debidas     a      la     desviaci6n
estandar de los valores experimentales

l~a~sTdo en la fuhET8Fie-dTri-Frau-ci6n de  la
luz, y no incluyendo un modelo de ruido

Aproximada, se desconoce con precisi6n el
dato real

C,

Nodos      ..

234 trifurcaciones

546 trifurcaciones

`  ``  ``  ``  ``  `*  i;  ``  I:  ``` ```  ``  ``  ``  `++
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Figura  13.  Simulaciones  de  la  estructura  y  la  dinamica  estructura[  del  RE  basadas  en  la
caracterizaci6n estructural de[ RE de ce]ulas COS-7.
(A) Cuadro resumen de parametros estructurales y de escala de las imagenes, consideradas en la
generaci6n de las simulaciones de RE. (8) Procesamiento de imagenes en la esqueletonizaci6n, (i)
dos  lmagenes representativas  con  diferente densidad  de trifurcaciones  (panel  superior e inferior)
obtenidas mediante microscopia confocal de disco rotatorio de RE de una celula COS-7; (ii) imagen
binaria,  resultado  de  la  segmentaci6n  semi-automatica;  (iii)  esqueletonizaci6n,  con  inserto  que
permite visualizar los detalles.  (C)  Esquema que destaca en color naranjo  lo que es considerado
trifurcaci6n,  e  inmediatamente  abajo,  los  valores  estimados  para  cada  uno  de  los  ejemplos.  (D)
Histograma de distribuci6n del ndmero de trifurcaciones, con una linea amarilla punteada se indican
los  maximos  locales  correspondientes  al  percentil  25°/o  y al  percentil  75%  (E)  En  cada  panel  se
observa arriba la imagen representativa de una simulaci6n de RE, abajo histograma del ntlmero de
trifurcaciones  en  cada  simulaci6n  de  RE,  calculada  mediante  esqueletonizaci6n;  de  izquierda  a
derecha los recuadros representan 5 simulaciones representativas de 100 que fueron realizadas en
donde aumenta progresivamente el ntlmero de trifurcaciones con las cuales fueron inicializadas (F)
lmagenes   representativas   de   una   simulaci6n   de   RE   m6vil   generadas   mediante   MA71AB
/MafhworksJ.en  donde  la  dinamica  estructural  es  generada  mediante  el  crecimiento  de  tdbulos
(flecha  morada),  y  el  desplazamiento  al  azar  de  tn.furcaciones  (flecha  verde).  El  aumento  en  la
movilidad de la red es generado t]nicamente aumentando la proporci6n de trifurcaciones m6viles por
sobre las trifurcaciones inm6viles (flechas rojas) manteniendo constante el ndmero inicializado.
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Con  el  objetivo  de  obtener  los   pafametros   biol6gicos   relevantes  de  la

estructura  del  RE,  se  utilizaron  imagenes  de  RE  de  c6Iulas  COS-7,  que  fueron

analizadas mediante esqueletonizaci6n. La esqueletonizaci6n de imagenes binarias

es   una   poderosa   herramienta   para   caracterizar  la   estructura   de  geometrias

complejas  como  el  RE,  y  su  aplicaci6n  permite  obtener  mdltiples  pafametros

morfol6gicos  a  partir  de  imagenes  de  microscopia  (Alcayaga,  2012).  Trabajos

previos  de   nuestro   laboratorio  desarrollaron   un   m6todo  de  esqueletonizaci6n

validado para la cuantificaci6n de RE de c6lulas COS-7   (Alcayaga, 2012). El cual

consiste  en  los  siguientes  pasos,  (i)  obtenci6n  de  imagen  deconvolucionada;  (ii)

generaci6n  de  imagen  binaria,  mediante  segmentaci6n  semi-automatizada;  (iii)

esqueletonizaci6n,  generando  una  serie  de  descriptores  estructurales  siendo  el

ndmero de trifurcaciones el mss simple de interpretar (Figura 13 8).

Se aplic6 la esqueletonizaci6n en 80 c6Iulas, encontfandose que el ntlmero

de trifurcaciones  promedio  de  una  c6lula  COS-7 fue  de  465 +/- 255  (percentiles

25%,  273;  750/o,  617  trifurcaciones  por  c6Iulas).  EI  pafametro  de  trifuiicaciones

present6 dos maximos locales (Figura 13 C,  lineas segmentadas amarillas).  Estos

resultados sugieren la existencia de dos poblaciones diferentes de c6Iulas, con baja

y alta densidad de trifurcaciones.  En los experimentos sucesivos de cuantificaci6n

del ID se seleccionaron dnicamente c6lulas que corresponden a la poblaci6n de baj.a

densidad de trifuroaciones (cercanas al percentil 250/o, 273 trifurcaciones por c6Iula).

El  pafametro  de  trifurcaciones  se  utiliz6  para  generar  simulaciones  de  la

estructura del  RE. Se generaron 100 diferentes simulaciones del RE,  modificando

el  ndmero total de trifurcaciones con  las cuales fueron iniciadas.  Debido  a que  la

simulaci6n considera aspecfos dinamicos,  cada  RE simulado  puede  presentar .un
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ndmero  mayor de  trifurcaciones  a  los  iniciales,  lo  cual  le  otorga  una  desviaci6n

acorde  al  modelo   biol6gico.   Para  conocer  el  ntlmero  de  trifurcaciones  de  las

simulaciones  de  RE,  estas fueron cuantificadas  de  manera  identica  a  las c6lulas

COS-7    (solo    cambiando    la   segmentaci6n   semiautomatica    por   un    m6todo

automatizado). Cada una de las simulaciones fue repetida 100 veces, y el ndmero

de trifurcaciones fue  extraida  de  los  datos  de  esqueletonizaci6n  y  representado

mediante un histograma, (Figura 13 C; ejemplos representativos e histogramas para

inicializaciones  de  50,   60,   80,   150,  y  200  trifurcaciones  respectivamente).  Se

identific6  la  simulaci6n  que  presentaba  mayor semejanza  al  criterio  biol6gico  de

numero    de    trifuroaciones    establecido    anteriormente,    siendo    la    simulaci6n

inicializada con 200 tn.furicaciones  la  mss semejante (Figura  13 E;  recuadro  linea

segmentada amarilla). De esta manera se obtuvo una simulaci6n de RE que posee

caracteristicas  similaiies  a  nivel  de  tamafio,  textura,  escala,  y  estructura  del  RE

biol6gico,  la  cual  sera  utilizada  para  la  generaci6n  de  las  simulaciones  de  RE

dinamilco.

Utilizando  como  base  la  estructura  simulada  de  RE,  se  introdujeron  dos

mecanismos para la modificaci6n de la estructura, y la consecuente generaci6n de

dinamica estructural: (i) eventos de crecimientos de nuevos tdbulos a partir de otro

preexistente   (Figura   13   F;   flechas   violeta);   y   (ii)   aumento   en   el   ndmero   de

trifurcaciones m6viles, desplazadas aleatoriamente (Figura 13 F; flechas verdes). El

desplazamiento de la trifurcaci6n implica el movimiento de todo el tdbulo conectado

a  esa  trifurcaci6n,  consiguiendo  que  aumentos  en  el  ndmero  de  trifurcaciones

m6viles tengan gran impacto en la dinamica global de la red (Figura 13. F; imagenes

representativas de una serie m6vil de imagenes de RE simulado).
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Utilizando  ]as simulaciones  de  RE  dinamico  se evalu6 a continuaci6n  el  lD

por analisis de autocorrelaci6n y por energia de movimiento. De manera importante,

ambos  ID  aumentaron  progresivamente a  medida  que aument6  Ia  proporoi6n  de

trifurcaciones m6viles manteniendo constante las trifurcaciones totales (Figura 14 A

y   8).    Estos   resultados   demuestran   que   los   ID   desarrollados   en   base   a

autocorrelaci6n y a energia de movimierito son efectivos para medir cambios en la

dinamica estructural de una simulaci6n de RE de una c6lula COS-7.
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Figura   14.   Validaci6n   del   lD   mediante   simulaciones   computacionales   de   la   dinamica
estructural del RE.
Calculo del lD en RE simulado.  El lD graficado es obtenido mediante la normalizaci6n del lD en una
breve secuencia de 500 imagenes, normalizado con el lD obtenido al inicio de la secuencia temporal.
El eje X representa la variaci6n en el ndmero de trifurcaciones m6viles -un incremento en este valor
indica  un  aumento  en  la  dinamica  estructural  del  RE  simulado.  Resultado  de  la  normalizaci6n  se
obtienen  diferentes  valores  de  lD  en  unidades  arbitrarias  (U.A.)  a  medida  que  se  incrementa  la
dinamica estructural. Las graficas son resultado de la aplicaci6n de dos metodos para de obtenci6n
del ID: (A) Autocorrelaci6n y (8) Energia de movimiento.
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5.2.5.   [D del RE en respuesta a modificaciones de la estabi]idad de los MTs.

Como  se  mencion6  anteriormente,  el  citoesqueleto  de  MTs  es  el  principal

generador de la dinamica estructural del RE en c6Iulas animales (Tabla 1, columna

8;  relevancia  del  citoesqueleto).  Ademas,  alteraciones  de  sus  propiedades  son

ampliamente   utilizadas   para   modificar  selectivamente   los   mecanismos   de   la

dinamica estructura[ del RE.

Con el objetivo de obtener una curva de correlaci6n entre el lD y cambios en

la   dinamica   estructural   de   RE   de  c6Iulas   COS-7,   se  disefi6   un   experimenfo

adquiriendo  el  ID  en  el  tiempo,  en  respuesta  a tratamientos  farmacol6gicos  que

alteran   la  estabilidad  de  los   MTs  (Figura   15  A).   Esto  fue  realizado,   mediante

animaciones  a  una  alta  resoluci6n  temporal  (500  imagenes  cada  100ms,  cubos

grises,  Figura  15 A),  realizando  8  registros  en  el  Iapso de  una  hora  (tiempos  en

minutos   indicados   sobre   la   flecha;   Figura   15   A).   Con   la   finalidad   de   evitar

ambigtiedades en el lD, debido al tamafio de la celula y [a cantidad inicial de RE, se

normaliz6 la medici6n de cada secuencia temporal por el  lD obtenido en el tiempo

0 inmediatamente despu6s de adicionar la droga o el vehiculo, (Figura 15 A).

Utilizando  este  protocolo  experimental  se  evalu6  el  cambio  en  el  lD  en  el

tiempo    mediante   e[    metodo   de   energia   de   movimiento   y   el    metodo   de

autocorrelaci6n en respuesta a drogas que alteran la estabilidad de los MTs (Figura

15 8 y C respectivamente). En condiciones control se observ6 que el lD se mantuvo

constante durante 60 min. (Figura  15 B-C; curva rosada), estableciendo una  linea

base  de  comparaci6n  para  los  experimentos  posteriores.  Luego  se  procedi6  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 L]M (Galan et al., 2011 ). Las estimaciones del

lD     indicaron     que     dnicamente     el     tratamiento     con     Nocodazol     modific6

significativamente  el  ID  generado  por  autocorrelaci6n,  y  no  el  ID  generado  por

energia  de  movimiento  (Figura  15  B-C;  curva  violeta),  siendo tambi6n  ineficaz el

tratamiento con Taxol (Figura 15 B-C; curva celeste). Se identific6 el minimo tiempo

exposici6n  a  Nocodazol  en  el  que  se  produjeron  cambios  significativos  en  el  ID

evaluado  por autocorrelaci6n  (Figura  15  C;  Iinea  segmentada  amarilla,  tiempo  y

concentraci6n   aplicados   en   objetivo   5.3),   estableciendo   las   condiciones   para

realizar los experimentos del objetivo final

Tambi6n    se   evalu6    si    otros    tratamientos    que    afectan    el    correcto

funcionamiento de la c6lula eran capaces alteran el ID: (i) Colchicina, Ia cual inhibe

la  polimerizaci6n  de  los  MTs,  (iii)  Brefeldina A,  que  inhibe  el  transporte  de  RE  al

aparato de Golgi, o (iii) Citocalasina D, que impide la polimerizaci6n y elongaci6n de

los microfilamentos (Presley, 2005).  Colchicina y Brefeldina A no modificaron el  ID

(Figura  15  D;  curva  naranja  y  celeste),  dando  cuenta  de  la  especificidad  de  la

respuesta  del  ID.  El  tratamiento  con  Citocalasina  D  si  modific6  el  ID  en  tiempos

largos de exposici6n al farmaco (Figura 15 D; curva verde), sin embargo, Ias c6lulas

presentaron severos cambios estructurales que impiden el calculo correcto del lD.

En resumen, estos resultados validan el uso del lD para medir cambios en la

dinamica del RE y establecen una metodologia para la disminuci6n del lD mediante

la aplicaci6n de Nocodazol.
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Figura 15. Cambios en el lD al alterar progresivamente la estabilizaci6n del citoesqueleto.
(A)  Disef`o experimental,  indicando  los  diferentes  intervalos  de tiempos,  y el  calculo del  lD.  (B-C)
Evaluaci6n del lD obtenido mediante energia de movimiento y autocorrelaci6n respectivamente, en
condici6n control (solo con el vehiculo DMSO al  1 a/o; 8 experimentos independientes) o con drogas
que aumentan o disminuyen los MTs a dosis previamente reportadas (Taxol  10 uM y Nocodazol 5
uM, respectivamente; 9 experimentos independientes cada uno), evaluando sobre una misma celula
a medida que se aumenta el tiempo de exposici6n al farmaco. Se destaca en un cuadro amarillo el
tiempo   seleccionado   para   el   experimento   del   objetivo   especifico   5.3.   (D)   Evaluaci6n   de   la
especificidad de lD evaluado mediante autocorrelaci6n luego del tratamiento con otras drogas que
afectan   diferentes   estructuras   subcelulares,   control   (solo   con   el   vehiculo   DMSO   al   1°/o;   9
experimentos   independientes)   Colchicina   (3   experimentos   independientes),   Citocalasina   D   (8
experimentos  independientes),  Brefeldina A (4 experimentos  independientes)).  Prueba  de sfudenf
post hoc Neuman-Keuls , *** p<O,01.
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5.3.     Evaluar la  correlaci6n  entre  lD y  micro-FRAPs  mediante tratamientos

farmacol6gicos que modifican la dinamica estructural en c6Iulas COS-7.

5.3.1   Correlaci6n entre modificaciones del ID y el D a trav6s del RE.

Con  el  objetivo  de  evaluar  la  correlaci6n  entre  la  dinamica  estructural  y

transporte de  proteinas,  se  modific6  el  ID  aplicando tratamiento  de  15  min.  con

Nocodazol  5  uM,  y  mediante  microFRAPs  se  obtuvo  el  D  antes  y  despu6s  de

modificar el  ID.  El tratamiento con Nocodazol  produjo una disminuci6n significativa

del D medido en una misma c6lula (Figura 16 8). Estos resultados destacan el 6xito

en la evaluaci6n simultanea de dos pafametros celulares, mostrando que el D y el

lD se comelacionan bajo las condiciones evaluadas, relaci6n que no ha sido descrita

previamente.  A pesar de ello,  experimentos complemen{arios  debefan corroborar

este hallazgo.
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Figura 16 Coeficiente de difusi6n posterior a la disminuci6n en la dinamica estructural.
(A)  DiseF`o experimental indicando que se realizan series de imagenes en diferentes intervalos de
tiempos, en cada serie de imagenes de calcula un lD el cual es normalizado en funci6n del lD 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.  (8)  D obtenido en condiciones control y luego
de  15  min  de  tratamiento  con  Nocodazol  5  I.M.  Se  evidencia  modificaci6n  en  el  D  de  c6lulas
sometidas a tratamiento en condiciones que sabemos que el lD es modificado.  Prueba de stttdenf
post hoc Iveunan-Keu/s, significancia ** p<0 ,05.
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6.- DISCUS16N

La    descripci6n    cuantitativa    de    la     movilidad     subcelular,     tanto    de

macromol6culas  como  de  organelos,  es  fundamental   para   la  construcci6n  de

modelos biofisicos precisos que contribuyan a  la comprensi6n de la  relevancia de

estas  propiedades.  Los  abordajes  de  esta  problematica  requieren  un  enfoque

multidiscip[inario  que  considere  aspectos  de  biologia  celular,  biologfa  molecular,

microscopia, procesamiento de imagenes y mode[amiento fisico.

Avances recientes en el desarrollo por ejemplo de: microscopios 6pticos cada

vez mas fapidos en la adquisici6n y de mejor resoluci6n, de proteinas fluorescentes

mas    brillantes   y   menos   t6xicas   y   de    m6todos    computacionales    para    el

procesamiento   y   analisis   automatizado,    han   permitido   entender   en   mayor

profundidad    procesos   de   la   movilidad   subcelular,   a   nivel   de   organelos   o

macromol6culas individuales.

6.1.     Cuantificaci6n del transporte de proteinas por FRAPs en celulas vivas.

En  las  dltimas  d6cadas  las  tecnicas  de  microscopia  en  c6Iulas  vivas  han

revelado el cafacter dinamico y adaptable de los diferentes procesos de transporte

que suceden al interior de una c6lula. En particular, el uso de FRAP fue introducido

con la finalidad de estudiar el movimiento de proteinas en c6lulas vivas (Axelrod et

al.,1976;  Koppel  et al.,1976),  y  esta  basado  en  el  analisis  del  incremento  en  la

fluorescencia  en el tiempo  en  una  regi6n de  la  muestra  previamente sometida  a

71



fotoblanqueo  a  traves  de  alta  intensidad  de  iluminaci6n,  y  dependiendo  de  la

sofisticaci6n   del   analisis   de   datos,    los   resultados   pueden   indicar   cambios

cualitativos o cuantitativos.

Tipicamente los experimentos de FRAP realizados en el  RE fotoblanquean

una extensa regi6n de la red (Costantini and Snapp, 2013; Valenzuela et al., 2014).

De  esta  manera,  Ia  recuperaci6n  de toda  la  regi6n fotoblanqueada  tardafa  mas

tiempo,  permitiendo  que  la  adquisici6n  de imagenes sea  mas  lenta con  mayores

tiempos de exposici6n, generando imagenes con una mejor raz6n serial ruido.

La aplicaci6n  exifosa  de  microFRAP  en c6lulas vivas  es  una tarea tecnica

especialmente   demandante   si   el   objetivo   es   la   evaluaci6n   de   componentes

subcelulares  a  una  gran  resoluci6n  temporal  y  espacial.  El  correcto  desarrollo  y

aplicaci6n  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  estructura[es  en  el]as  (Elowjtz et al.,1999),

resultando en sorprendentes mediciones de un D once veces mas lento que el agua

7,7 D  (u2/s) y significativamente  mss  lento que en  una c6lula eucarionte (27 u2/s)

(Swaminathan et al.,1997) o en una mitocondria (20-30 u2/s) (Partikian et al.,1998).

Lo cual da cuenta de la informaci6n adicional que permite la implementaci6n de esta

tecnica en el estudio de microdominios estructurales.
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6.2.     Cuantificaci6n del transporte al interior del RE mediante microFRAP

En esta tesis el correcto calculo del D en RE requiri6 suponer condiciones del

sistema a evaluar incluyendo:  infinita cantidad de fluor6foro total, (comparado con

los  fotoblanqueados),   fapido  fotoblanqueo,   recuperaci6n,  y  conocimiento  de  la

forma  especifica  de  la  regi6n fotoblanqueada  (reconstrucci6n  3D  del  alcance del

laser de ablaci6n en una c6lula) (Braga et al., 2004; Kuhn et al., 2011).

El conocimiento experimental de estas condiciones del sistema,  permiti6 el

desarrollo  de  una  metodologfa  de  fotoblanqueo  cuantitativo  que  considera  las

restricciones biol6gicas que impone la estructura del RE.

6.3.     Djferencias  del   D  en  el   RE  dependjentes  de]  1:amafio  de  [a  regj6n

evaluada

Al aplicar esta metodologia de microFRAP se observ6 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.

Utilizando   la   misma    instrumentaci6n   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  metodologfa

microsc6pica  y  del  analisis  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 trav6s del  RE posee al  menos dos mecanismos de diferente.  EI mas

lento es el mecanismo de difusi6n simple que posee por su naturaleza de fluido. Sin

embargo, el componente fapido puede deberse a transporte activo a trav6s del RE,

cambiando la velocidad  media de las protefnas,  debido a  la aplicaci6n de fuerzas

externas ya sea por componentes del citoesqueleto o movimiento de membranas,

como ya ha sido visualizado en c6lulas vegetales (Herman, 2008)

Por  otra  parfe,  es  posible  tambi6n  que  las  proteinas  posean  una  misma

velocidad  media y los cambios en  la velocidad de  recuperaci6n sean debido a  la

movilidad de tdbulos completos, en donde las proteinas contenidas en el interior del

tdbulo,  sefan  transportadas  a  trav6s  de  la  c6Iula  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 trav6s del  RE,  como el transporfe

debido a  la  movilidad  de tdbulos completos,  abordan  las diferencias obtenidas en

los  microFRAPs,  en  comparaci6n  a  los  FRAP  realizados  en  extensas  regiones,

estas dos interpretaciones se diferencian en la velocidad media que deben tener las

mol6culas individuales, para  lo cua] existen tecnicas especificas que son capaces

de  evaluar  la   movilidad   de   mol6culas   individuales,   por  ejemplo   #uorescence

co„e/a£/.on  spectroscopy  (FCS)  que  representa  una  atractiva  herramienta  para

aclarar este punto (Winckler et al., 2012) .
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6.4.     Estructura  de  la  c6lula  y  su  relaci6n  con  las  variaciones  en  los  D

obtenidas por microFRAP.

Uno  de  los  datos  inesperados  obtenidos  al  realizar  los  experimentos  de

microFRAP  fue  la  alta  dispersi6n  de  los  D  obtenidos,  alcanzando  incluso  dos

6rdenes de magnitud.  Debido a este alto nivel de dispersi6n, se intent6 identificar

algtln componente estructural que correlacionara con las diferencias encontradas,

evaluando  el   D  obtenido  en   los   microFRAPs  con  diferentes   pafametros  que

describen la estructura del RE.

Del    mismo    modo   se   evaluaron    una   serie   de   otras   caracteristicas

estructurales: forma y 1:amafio  de  la  celu[a,  extensi6n  de  la  red  del  RE,  posici6n

relativa donde se realiz6 Ia medici6n, desplazamiento de la regi6n fotoblanqueada,

y topologia del  microdominio,  concluyendo que el transporte es independiente de

fodas estas caracteristicas. Esto no explica las variaciones observadas en el D, pero

si establece que las variaciones estructurales evaluadas con estos pafametros no

influencian el D obtenido, lo que es especialmente importante en los experimentos

posteriores ya que algunos de los tratamientos farmacol6gicos utilizados generan

cambios estructurales sobre las c6lulas que ahora sabemos no afectafan D.
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6.5.     Dinamica estructural  del  RE;  desaffos en  el analisis cuantitativo de la

movilidad subcelular: imagenes microsc6picas

La   evaluaci6n   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 pafametros

como velocidad, distancia recorrida, o direcci6n (Gerencser and Nicholls, 2008).

La descripci6n  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 dnica estructura continua, lo que dificulta clasificar cada tipo

de movimiento, complicando su identificaci6n y seguimiento. Hasta e] momento, los

analisis  cuantitativos  han  sido  restringidos  a  mediciones  de  e[ementos  estaticos

utilizando herramienfas tales como analisis de esqueletonizaci6n, e  interpretaci6n

de sus respectivos descriptores topol6gicos enfocados en identificar cambios en la

longitud de  los tdbulos  (Barbora Radochova,  2005;  Puhka et al., 2012b;  Puhka et

al., 2007b; West et al., 2011a), su diametro (West et al., 2011a) y en su patr6n de

ramificaci6n  (Puhka   et  al.,   2007b;  Wozniak  et  al.,  2009).   Sin  embargo,   esas

metodologias  requieren  la  segmentaci6n  de  la  imagen  y  en  condiciones  de  alta

fliecuencia de adquisici6n estas  poseen  una  baja  intensidad  de la  serial y un alto

ruido, Io que dificul{a su ap[icaci6n.

Para abordar este problema fueron formuladas exitosamente metodologias

que cuantifican [a dinamica estructural del RE: autocorrelaci6n basado en el analisis

de /.mage corre/afi.on apecfroscapy (Rossow et al., 2010) y energia de movimiento

(Heeger,1988). Con estos m6todos se generaron lD, describiendo la dinamica local
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de una serie de imagenes, que al ser normalizado en funci6n de tiempos anteriores

genera un valor global del cambio en la dinamica estructura] del RE.

Los 'lD obtenidos mediante autocorrelaci6n y energia de movimiento fueron

validados  en  diferentes  aspectos:  por  una  parfe,  en  c6lulas  vivas  se  evalu6  la

especificidad del  movimiento mediante el uso de proteinas que deberfan 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 c6Iulas

COS-7   obtenidas   en   estos   experimentos.    En   estos   modelos   se   modific6

progresivamente la dinamica estructural y se evalu6 Ia respuesta lineal en modelos

simulados de RE.

Realizando   una   validaci6n   profunda   de  estas   nuevas   herramientas   se

demostr6   la   reproducibilidad   y  sensibilidad   al   movimiento   en   las   condiciones

experimentales utilizadas (aumento, frecuencia de adquisici6n, resoluci6n espacial,

raz6n serial-ruido etc.), estandarizando la cuantificaci6n global y local de la dinamica

de una red cerrada.

6.6.       Modificaci6n del lD mediante alteraci6n del citoesqueleto de MTs.

Con el objetivo de modificar la dinamica estructural del RE cuantificada por

el  lD, se alter6 uno de los principales componentes involucrados en la generaci6n

de movimientos al interior de la c6Iula como lo es el citoesqueleto de MTs, mediante

tratamientos farmacol6gicos que se sabe lo modifican.

Tanto Nocodazol y Taxol fueron efectivos en alterar la correcta polimerizaci6n

de MTs, sin embargo, Taxol no modifico significativamente el lD. Este resultado es
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de dificil  interpretaci6n,  debido a  que  los efectos  en  la  estabilizaci6n  de  los  MTs

mediante Taxol pueden tener efectos antag6nicos sobre la dinamica estructural del

RE, aumentando el  movimiento corredizo mediado por motores moleculares, pero

tambi6n 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 disminuci6n progresiva y gradual en el ID, lo cual satisface

las  expectativas  del  objetivo  planteado,  y  permite  seleccionar las  condiciones  de

aplicaci6n   de   este   tratamiento   que   aseguren   por   una   parfe   la   disminuci6n

significativa del ID, y por otra parte que eviten la aparici6n de efectos inespecificos

producto de la exposici6n prolongada a una droga.

6.7.     Bioenerg6tica ysu relaci6n con el D.

Con  la  intenci6n  de  demostrar que  esta  relaci6n  entre  el  ID  y  el  D  es  un

mecanismo  activo  reproducible  bajo  otras  condiciones  que  modifiquen  el  ID,  se

evalu6 como el agotamiento de ATP mediante la inhibici6n conjunta de la glicolisis

y [a fosforilaci6n oxidativa pueden  modificar el transporte.  En princjpio se valid6 el

tratamiento farmacol6gico mediante la cuantificaci6n del consumo de oxigeno, y a

continuaci6n  fue  aplicado  evaluando  el  D.  Resultado  de  esto  se  observa  una

dramatica disminuci6n del D, Io que esta de acuerdo a nuestra predicci6n y permite

suponer   una   gran   dependencia   energ6tica.   Por  otra   parte,   se   observ6   una

disminuci6n en la fracci6n m6vil, [o cua[ puede interpretarse como una disminuci6n

de la densidad de las mol6culas, una disminuci6n del volumen de la regi6n evaluada
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o una fragmentaci6n de la estructura del RE, todas estas alternativas son escenarios

inconvenientes ya que impiden obtener conclusiones directas.

6.8.      Relaci6n  entre  la  dinamica  estructural  y  el  transporte  de  proteinas;

correlaci6n entre ID y D.

Se modific6 el [D, Io que implica un cambio en la dinamica estructural de[ RE

y se evalu6 si existe correlaci6n con el cambio en el transporte de proteinas, medido

con el D a traves de micro-FRAPs. Como resultado se observ6 que una disminuci6n

en el lD se correlaciona con una disminuci6n en el D, lo que esta de acuerdo con la

hip6tesis planteada, que relaciona la dinamica estructural del RE y el transporte por

su  interior.  Esta  correlaci6n  es  limitada  en  su  interpretaci6n,  debido  a  aspectos

tecnicos  de[  tratamiento  farmaco]6gjco,  que  ademas  de  modificar  la  dinamica

estructural del RE modifican una serie de otros procesos subcelulares, por lo cual

se requieren varias estrategias farmacol6gicas, sumado a herramientas gen6ticas,

y mecanicas que sean capaces de modificar directamente las fuerzas implicadas en

estos  procesos,  sumando  una  metodologia  independiente,  para  asi  dar  cuenta

inequivoca  de  la  correlaci6n  propuesta.  De  ser  corroborada  esta  relaci6n,  se

complejizafan los  modelos que explican el transporte de proteinas y el transporfe

de iones acoplado al posicionamiento de transportadores y proteinas asociadas.
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6.9.      Relevancia fisiol6gica en el transporte a grandes distancias.

Nuevos mecanismos de regulaci6n del transporfe de proteinas a trav6s de la

c6lula  pueden  ser de  gran  relevancia  en  c6lulas  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

trav6s  del  citoplasma.  Sin  embargo,  evidencias  sobre  la  distribuci6n  del  RE  en

dendritas y axones,  asi como nuevas observaciones respecto a  la  relevancia del

transporte  a  trav6s  de  la  continua  red  del  RE  neuronal  permiten  hoy  proponer

mecanismos alternativos de distribuci6n de proteinas (Gonzalez and Couve, 2014;

Gonzalez, 2016; Horton and Ehlers, 2003; Valenzuela et al., 2014). Por este motivo

un mecanismo activo de transporfe a trav6s del RE abre nuevas perspectivas sobre

el  impacto de este tipo de transporte y la  relevancia que pueda tener en el trafico

celulas de gran tamafio y altamente polarizadas como las neuronas.

Siendo  el  RE  altamente  compacto  en  ferminos  de  la  proximidad  de  sus

microdominios, tdbulos y cisternas, en  la mayoria de los modelos celulares,  no es

siempre posible realizar microFRAPs sobre un dnico microdominio estructural como

se realiz6 en las c6lulas COS-7. Por este motivo para el estudio en profundidad de

RE en otros modelos como neuronas, se requiere de la implemenfaci6n de tecnicas

de superresoluci6n que  permitan  por una  parte describir su estructura, y por otra

parte el transporfe, siendo el seguimiento de mol6culas individuales y la obtenci6n

de velocidades medias una alternativa ideal.

Sin    embargo,    debido    a    su    complicaci6n    tecnica    y    equipamiento

especializado, Ias tecnicas de superresoluci6n han sido aplicadas escasamente en
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la cuantificaci6n de proteinas reticulares y restringi6ndose dnicamente a proteinas

de RE  en la  membrana.  Describiendo  una gran variabilidad  en el  D en  hasta dos

6rdenes de magnitud para la misma condici6n, 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  composici6n  lipidica  del  RE,  y

siendo   utilizado   tambi6n   para   reproducir   valores   obtenidos   mediante   FRAP

(Anderluh et al., 2014; Smith et al., 2014; Wu et al., 2014). Por lo que la introducci6n

de nuevos m6todos de cuantificaci6n del transporte de proteinas en el RE, y de la

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

es{as propiedades en la fisiologia celular.
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7.-CONCLUSIONES

•     microFRAPs  de  tdbulos  individuales  de  RE  son  una  t6cnica  efectiva  en  la

descripci6n  de[ transporte  de  proteinas en  microdominios  de]  RE  mediante  el

coeficiente de difusi6n D.

•    EI D evaluado en microdominios no depende de caracteristicas estructurales del

RE o de la c6Iula.

•     El  lD  mediante  autocorrelaci6n  y  energia  de  movimiento  es  una  herramienta

efectiva en la cuantificaci6n de la dinamica estructural de[ RE, simu]ado y bajo

ciertas condiciones farmacol6gicas que afectan la movilidad del RE.

•     Una c6Iula control posee un lD constanfe en el rango de una hora.

•    La  alteraci6n  de  la  estabilidad   del   citoesqueleto  de  MTs  correlaciona  con

cambios en el  lD.

•     La   evaluaci6n   conjunta   del   lD   y   del   D   mediante   microFRAPs   son   una

herramienta  eficiente en  la  identificaci6n de correlaciones entre estos eventos

de movilidad celular

•     ID y D correlacionan al modificar el citoesqueleto de MTs.
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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,   Sfeffen
Hartel,   Andtes   Couve.   CHILEAN   SOCIETY   FOR   CELLBIOLOGY  XXIX
ANNUAL MEETING. Puerto Varas, Octubre 25-29, 2015.

9.4.- Actividades de extension

•     Director       proyecto       de      Valoraci6n       y      divulgaci6n       "MicroMundo"

(micromundo.microscopiavirtual.cl) noviembre 2014 -a la fecha.
•    Jurado XIV congreso Nacional EXPLORA, noviembre-2013-2014-2015.
•    Jurado  XIV  Congreso  EXPLORA,  regi6n  metropolitana.  Noviembre-2013-

2014-2015.
•    Asesor cientifico de "Ax6n", serie micro documental sobre el funcionamiento

del  cerebro  humano  -  11  Concurso  Nacional  de  productos  de  apropiaci6n
social de la ciencia y la tecnologfa, Explora CONICYT. 2013-actualidad.

•    Asesor cientifico, elaboraci6n del video-juego "El escape de Kai" del proyecto
Dendros,  lnstituto de Neurociencia Biom6dica, BNl. 2013.

•    Exhibici6n   de   imagenes   de   microscopia,   Planetario-USACH,   actividad
"Explorando mundos ocultos para descubrir nuevos medicamentos", Explora

Conicyt e lnstituto de Neurociencia Biomedica, BNI.1  de octubre 2013.
o    Documental "Mentes Transformadoras" Imagenes de microscopia y material

suplementario. Diciembre 2014.
•     Redacci6n    Dossier    instructivo    idel    Afro    2015    EXPLORA    CONICYT

CONOCER    ILUMINA,    Area    Comunicaci6n    de    la    Ciencia-    Programa
EXPLORA. Noviembre 2014.

•     Redacci6n "Agenda 2015" EXPLORA CONICYT CONOCER ILUMINA, Area
Comunicaci6n de la Ciencia- Programa EXPLORA, enero 2015.

•     Revista  de  divulgaci6n  cientifica  "Chile  Tjene  Su  Ciencia",  redacci6n  de  3
diferentes actividades experimentales, 2015, Explora Conicyt. Mayo 2015.

•    "Libro de Actividades 2015", disefio y redacci6n de 3 diferentes actividades
experimentales, Semana nacional de la ciencia y la tecnologfa 2015, Explora
Conicyt. Septiembre 2015.

•    Asesor cientifico,  elaboraci6n  de  la  serie  animada  "Locos  Lab"  productora
Dinogorila. Diciembre 2016-a la fecha.

•     Delegaci6n  oficial  de  la  Universidad  de  Chile,  Escuelas  de  Temporada,
Vicerrectoria  de  Extensi6n  y  Comunicaci6n;  taller  de  biomedicina;  Punta
Arenas, Puerto Natales; Porvenir. Enero 2016.
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