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Tesis de Lic. de Alejo Mosqueira 1 RESUMEN

1. Resumen

En los últimos años, la f́ısica ha adquirido un papel preponderante en el entendi-

miento de la bioloǵıa molecular a través de la aplicación de la mecánica estad́ıstica y

el desarrollo de nuevas tecnoloǵıas (como la microscoṕıa de superresolución o “nanos-

coṕıa”). En este trabajo, combinamos imágenes de superresolución de microscoṕıa de

reconstrucción óptica estocástica (STORM) con una serie de análisis biof́ısicos para

estudiar la difusión lateral del receptor de acetilcolina nicot́ınico (nAChR) de tipo

muscular adulto en la superficie de células de mamı́fero CHO-K1/A5. Se observó

que el nAChR exhibe una dinámica altamente heterogénea. Una proporción muy

importante (∼ 52 ± 22 %) se halló completamente inmóvil. La población móvil, por

su parte, exhibió un comportamiento mayoritariamente subdifusivo (exponente de

anomaĺıa 〈β〉 ∼ 0.85 ± 0.23 y coeficiente de difusión generalizado 〈Kβ〉 ∼ 0.26 ± 0.41

µm2 s−β), junto con moléculas únicas de difusión Browniana y, otras minoritarias,

superdifusivas. El ∼ 90 % de los receptores (independientemente de su modalidad

difusional) exhibieron un comportamiento de difusión intermitente entre dos esta-

dos: caminatas al azar (Browniana) interrumpidas por estancias de ∼ 170-470 ms de

duración en zonas de confinamiento con radios de ∼ 36 ± 13 nm y alto contenido de

obstáculos. A nivel poblacional, los nAChRs forman parte de eventos de agregación

supramolecular de ∼ 3.9 ± 0.8 s de duración y en zonas con radios promedio de

149 ± 13 nm. La modificación del contenido de colesterol de membrana produjo

cambios tanto en la dinámica individual como en la poblacional. Por un lado, el

enriquecimiento de colesterol disminuyó la proporción de trayectorias subdifusivas y

aumentó considerablemente la proporción de trayectorias superdifusivas, generando

un aumento en los parámetros dinámicos del receptor (〈β〉 ∼ 0.91 ± 0.23 y 〈Kβ〉 ∼

0.43 ± 0.79 µm2 s−β). Por otro lado, la reducción del colesterol se vio asociada a una

desestabilización de los eventos que lo confinan y que lo agregan, reflejada en una

reducción significativa de las duraciones (∼ 250-700 ms y ∼ 2.5 ± 0.1 s, respectiva-

mente) y de los tamaños (∼ 32 ± 13 nm y ∼ 107 ± 4 nm radio, respectivamente)

en donde ocurren. Por lo tanto, la combinación entre estancias de confinamiento del

orden de milisegundos y eventos de auto agregación del receptor del orden de segun-

1
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dos, ambos dependientes de la concentración de colesterol, determina la dinámica

individual y poblacional del receptor en membrana.
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2. Introducción

2.1. Receptor de acetilcolina nicot́ınico

La superfamilia de los canales iónicos pentaméricos gatillados por ligando (pLGIC)

es una colección de protéınas integrales de membranas expresadas en el sistema ner-

vioso central (SNC) y periférico (SNP). Estos receptores desarrollan funciones muy

importantes en la señalización de la superficie celular, a través de la traducción

de señales qúımicas contenidas en neurotransmisores en flujos iónicos rápidos en la

membrana postsináptica. El receptor de acetilcolina nicot́ınico (nAChR) es uno de

los receptores de neurotransmisores mejor caracterizados de esta familia, y uno de

los más comunes tanto en el SNC como en el SNP en vertebrados [1]. Con aproxima-

damente 290kDa de peso molecular, el nAChR está compuesto por 5 subunidades

que atraviesan completamente la membrana plasmática, formando una estructura

pseudo-simétrica de tipo barril alrededor del poro central (canal) por el cual per-

mean cationes Na+, K+ y, en algunos casos, Ca2+ [2, 3] (ver Figura 2.1).El nAChR

responde al neurotransmisor endógeno, la acetilcolina (ACh), y a la nicotina (Nic),

propiedad por la cual recibe su nombre. Existe otra variedad de receptores de ace-

tilcolina, el receptor de acetilcolina muscaŕınico (mAChR), cuyo agonista endógeno

también es la acetilcolina, pero que responde a otro agonista, la muscarina. El mA-

ChR pertenece a la superfamilia de los receptores asociados a protéınas G (GPRC),

que difieren tanto estructural como filogenéticamente de la de los pLGIC [4]. El

nAChR posee dos sitios de unión a ligando con distinta afinidad, y ambos deben

ser ocupados para generar la apertura total del canal iónico que es parte intŕınse-

ca de la protéına receptora. Cuando el receptor es activado, se genera un cambio

conformacional que produce una rápida apertura del canal (en el orden de los ms)

y un consecuente flujo de cationes, dando lugar a una rápida despolarización de la

membrana [5].

Resultado de la gran diversidad de genes que codifican los 17 tipos de subunida-

des del nAChR identificados en vertebrados (α1−10, β1−4, δ, γ y ε), existe una gran

variedad de subtipos de receptor con variados atributos de importancia fisiológica,

3
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Figura 2.1: Esquema de la estructura del nAChR. (a) Representación del receptor de
acetilcolina nicot́ınico de tipo muscular. Se muestran los sitios de unión de la acetil-
colina y el poro central por el que permean cationes de sodio. (b) Corte transversal
del receptor por microscoṕıa electrónica Se muestra la localización aproximada del
sitio de unión de la ACh en una de las subunidades α [6].

cĺınica y farmacológica [7–11]. Según su estructura y su función, los subtipos pueden

ser clasificados en dos grandes familias: los receptores nicot́ınicos de tipo muscular

(subunidades α1, β1, δ, γ y ε), presentes en el músculo esquelético y en los órganos

eléctricos de peces eléctricos [12]; y los receptores de tipo neuronal (subunidades

α2−10 y β2−4), presentes tanto en el SNC como en el SNP, aśı como también en

otros tipos de células no neuronales (inmunes, linfocitos, epiteliales) [8, 13–15]. El

nAChR de tipo muscular (el cual se estudia en el presente trabajo) está compuesto

por dos subunidades α1, una subunidad β1, una subunidad δ y una subunidad γ en

el receptor embrionario; en el receptor adulto la subunidad γ es reemplazada por

una subunidad ε. Mientras que un sitio de unión a ligando se encuentra en la interfaz

entre una subunidad α y una γ, el otro yace en la interfaz entre otra subunidad α y

la δ, ambos con distinta afinidad (Figura 2.1) [16, 17]. El nAChR adulto se encuen-

tra naturalmente agrupado en cúmulos de receptores a una densidad de ∼ 10-20 mil

moléculas por µm2 en la membrana post-sináptica de la placa neuromuscular, una

4
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distribución topográfica de vital importancia para la neurotransmisión colinérgica

que da lugar a la contracción muscular [18,19]. Cuando dicha distribución se encuen-

tra afectada, tal como en la enfermedad autoinmune miastenia gravis, se produce una

debilidad muscular crónica que dificulta el movimiento y, en algunos casos, afecta la

deglución e incluso la respiración (ver revisión en [20]). El nAChR de tipo neuronal,

por su parte, se encuentra tanto en la región pre- como post-sináptica, y una de sus

principales funciones es regular la secreción de neurotransmisores en varias regiones

del cerebro.

Además de la ACh o la Nic, existen otros agonistas y antagonistas que se unen con

gran afinidad al receptor. Uno de ellos es la α-Bungarotoxina (α-BTX o BTX) [21],

una toxina de una serpiente extremadamente venenosa proveniente de las regiones

central y sudeste de China, la cobra taiwanesa Bungarus multicinctus. Este péptido

de 74 aminoácidos y 8kDa de peso molecular se une de forma competitiva (an-

tagonista) y con muy alta afinidad al nAChR de tipo muscular, produciendo un

bloqueo potente del receptor en la placa neuromuscular, causando parálisis y falla

respiratoria. Aislado y conjugado con un fluoróforo, la BTX ha sido ampliamente

utilizada como sonda del nAChR tanto en análisis bioqúımicos como en diversos

tipos de microscoṕıa de fluorescencia, jugando un papel fundamental en la carac-

terización de su estructura, aśı como también de su dinámica y organización en la

placa neuromuscular y en diversas ĺıneas celulares [22–25].

Es sabido que el nAChR interviene en una amplia variedad de procesos fisiológi-

cos. Por lo tanto, su disfunción se encuentra asociada a un amplio rango de condicio-

nes patológicas, tales como el dolor crónico, los desórdenes del espectro esquizofréni-

co, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, y algunas enfermedades

autoinmunes [8,26,27]. Por ello, comprender los fenómenos que determinan el balan-

ce homeostático espacio-temporal de este receptor es clave para entender la función

de la sinapsis en salud y los procesos que subyacen a las condiciones patológicas.

2.2. Colesterol

El colesterol (3-hidroxi-5, 6 colesteno) es un tipo de ĺıpido (esterol) altamente

hidrofóbico, y un componente estructural esencial en las membranas de células ani-

5
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males (Figura 2.2). Su principal importancia se debe a que constituye el 35-45 %

mol del total de ĺıpidos presentes en la membrana celular, siendo un regulador clave

en las propiedades f́ısicas de la membrana [28, 29]. En el sistema nervioso central,

el colesterol se encuentra mayormente presente en las membranas de astrocitos, en

veśıculas sinápticas y en la mielina (componente que recubre los axones, de suma

importancia para la eficacia de la conducción nerviosa). Sus funciones abarcan desde

controlar la formación de la sinapsis y su función, hasta regular la organización de

la membrana, la endocitosis y exocitosis.

Figura 2.2: Estructura molecular del colesterol. El colesterol está conformado por
una cabeza polar (o hidrof́ılica) (grupo hidroxilo OH), y una porción apolar (o
hidrofóbica) conformada por un núcleo esteroide (constituido por cuatro carbociclos
condensados A, B, C y D) y una cadena hidrocarbonada.

El ambiente liṕıdico de la membrana en el cual los receptores se encuentran embe-

bidos afecta tanto su organización como sus propiedades funcionales. Se ha visto que

el colesterol influencia la separación de la membrana en dominios ĺıquido-ordenados

(Lo) o ”balsas liṕıdicas”, de las cuales es parte constitutiva (Figura 2.3) [30–32].

Estas regiones de la membrana se caracterizan por un grado de organización ma-

yor al resto de la membrana celular, en fase ĺıquido-desordenada (Ld). Una de las

funciones más importantes de las regiones Lo es que generan una compartimenta-

lización de la membrana en nano y micro-dominios [33]. Estos dominios, ricos en

6
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colesterol, pero también en glicoesfingoĺıpidos y otros esteroles, poseen propiedades

viscoelásticas diferentes, modificando tanto la organización como la difusión de pro-

téınas transmembrana. Por ejemplo, se ha observado que participan del agrupamien-

to de protéınas, reclutando y excluyendo las mismas desde y hacia nano-dominios

especializados [34, 35]. Sin embargo, aunque su existencia ha sido ampliamente de-

mostrada en membranas artificiales y sus propiedades extensamente caracterizadas

mediante complejos modelos computacionales, la definición de ”balsas liṕıdicas” en

células reales continúa siendo un debate controversial [36]. Esto es, en parte, debi-

do a su tamaño, ya que, con tamaños caracteŕısticos muy por debajo del ĺımite de

difracción de la luz (menores a 20 nm en células quiescentes y hasta 200 nm luego

de la estimulación) [37–39], la medición de estas regiones es un desaf́ıo aun para las

técnicas de microscoṕıas más avanzadas. Su naturaleza dinámica también dificulta

su observación, ya que se trata de estructuras dinámicas cuyas vidas medias tienen

duraciones que van desde unos pocos milisegundos a decenas de segundos [40–43].

Figura 2.3: Dominios ĺıquido-ordenado (Lo) y ĺıquido-desordenado (Ld). Observar
cómo los dominios ricos en colesterol (Lo) modifican la curvatura, el orden de las
colas de los ĺıpidos y el grosor de la membrana celular [44].

Una forma de dimensionar la importancia del colesterol en la membrana, además

de su abundancia y de las funciones descriptas anteriormente, es mediante el estudio

7
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de los efectos producidos al cambiar su concentración. Cuando se incuban células

vivas con metil-β-ciclodextrina (MβCDx o CDx, un agente de unión espećıfica al co-

lesterol que no se une ni se inserta a la membrana) o saponinas, dos componentes que

producen la disminución aguda del colesterol de membrana, no sólo muchas de las

funciones celulares se ven modificadas, sino que muchas reacciones de señalización se

encuentran prácticamente bloqueadas (algunos ejemplos pueden verse en [45–47]).

Otro efecto asociado a la disminución en los niveles de colesterol de membrana es el

aumento transitorio en la función de algunos canales iónicos, por ejemplo, el nAChR

en células CHO-K1/A5 [48, 49]. El enriquecimiento de colesterol en membrana, en

cambio, genera el efecto contrario. Estos resultados de “prendido” y “apagado” de

funciones celulares mediados por colesterol, sugieren que gran cantidad de proce-

sos que tienen lugar en la membrana celular dependen de dominios o estructuras

dependientes de colesterol, posiblemente balsas liṕıdicas o dominios Lo.

El colesterol no sólo influencia el comportamiento de protéınas receptoras a través

de cambios en la fluidez de la membrana o promoviendo su asociación/disociación

con regiones especializadas, sino también a través de interacciones ĺıpido-protéına, al

unirse a secuencias de reconocimiento y unión al colesterol (CRAC y CARC) [50–53].

Uno de los receptores de neurotransmisores más estudiados respecto a sus interac-

ciones ĺıpido-protéına es el nAChR [28], el cual posee dominios de unión CRAC

para hasta 15 moléculas de colesterol [51] (Figura 2.4). Existe amplia evidencia de

las propiedades moduladoras ejercidas por este ĺıpido sobre el nAChR [54]. En la

escala subcelular, los nAChRs se encuentran organizados en dominios nanométricos

e interactúan con dominios liṕıdicos ricos en colesterol (balsas liṕıdicas) tanto in

vitro como in vivo [55–57]. La depleción aguda de colesterol reduce el número de

receptores a través de la aceleración de la tasa de endocitosis y cambiando la in-

ternalización a otra ruta endoćıtica que involucra a la pequeña GTPasa Arf6 [58].

Sin embargo, estudios en células vivas no han arrojado resultados concluyentes so-

bre si los agregados de nAChR se encuentran asociados a nanodominios Lo ricos en

colesterol [59].

8
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Figura 2.4: Sitios de unión al colesterol (CRAC) presentes en el nAChR. (a) Mode-
lado molecular del nAChR (gris) y de moléculas de colesterol (verde) unidas a los
sitios de reconocimiento y unión de colesterol, ubicados en la región transmembrana
del receptor. (b) Modelado molecular del 4to dominio transmembrana de la subuni-
dad γ del nAChR humano (rojo) con un colesterol unido (amarillo). Este dominio,
ubicado en la parte extracelular, es el que mayor enerǵıa de interacción exhibe con
el colesterol [60].

2.3. Microscoṕıas de Superresolución

El premio Nóbel de Qúımica del año 2014 fue otorgado a un desarrollo tecnológico

que marcaŕıa un cambio paradigmático en el campo de la bioloǵıa molecular: la

microscoṕıa de fluorescencia de superresolución [61]. Hasta ese momento, el estudio

de estructuras subcelulares se encontraba limitado a metodoloǵıas muy invasivas

e inespećıficas como la microscoṕıa electrónica. La microscoṕıa de fluorescencia, en

cambio, se encontraba restringida por el principio de Abbe, el cual establece una cota

a la resolución que puede alcanzarse a través de métodos ópticos de medición, y, por

ende, limitando el universo de estructuras observables. Debido a la difracción de la

luz, el punto más pequeño que un lente o espejo de un microscopio puede enfocar un

haz se encuentra dado por la longitud de onda incidente (λ) y la apertura numérica

9
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(NA) del lente objetivo, de la forma:

sin(θ) =
λ

2NA
(2.1)

Esta relación supone una resolución máxima de ∼ 200 nm en el plano (x, y) y ∼

500 nm en la dirección axial z. Sin embargo, muchos organismos y estructuras de

gran relevancia biológica (tales como virus, protéınas o moléculas más pequeñas)

poseen tamaños mucho menores (ver Figura 2.5). Al intentar estudiar estructuras

subcelulares en detalle mediante microscopia óptica, entonces, el ĺımite de difracción

constituye un enorme obstáculo.

Figura 2.5: Resolución espacial de técnicas de imágenes biológicas. Se muestran las
escalas caracteŕısticas de distintos organismos biológicos de relevancia y las resolu-
ciones mı́nimas alcanzadas por distintas técnicas de imágenes. Observar el ĺımite de
resolución para las microscoṕıas de fluorescencia no súper resolutivas (∼ 250 nm)
y el correspondiente a las técnicas de superresolución (∼ 10-100 nm). También se
muestra la resolución para la microscoṕıa electrónica (∼ 1 nm), la cual continúa
siendo superior a la lograda por técnicas de superresolución, pero de una manera
más invasiva. Imagen obtenida de la página web de Zeiss.

La microscoṕıa de superresolución óptica permitió superar este ĺımite y resolver

10
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estructuras de hasta uno a dos órdenes de magnitud menores (∼ 5-50 nm) que

el establecido por la ecuación descripta anteriormente. Actualmente, existen varios

tipos de microscoṕıas de superresolución (o “nanoscoṕıas”, por su capacidad de

resolver estructuras en la escala nanométrica) que aplican estrategias diferentes para

superar el ĺımite predicho por el principio de Abbe y aśı mejorar significativamente

la función de dispersión de puntos del microscopio (PSF; una medida del grado de

distorsión en 3D de un punto objeto y, por ende, de la resolución del método) [62,63].

Estas técnicas de microscoṕıa superresolutiva pueden ser clasificadas en dos grandes

grupos: aquellas basadas en métodos de excitación modelada (STED, RESOLF,

SSIM), y aquellas basadas en imágenes de molécula única (PALM, STORM) [64].

El primer grupo se basa en usar una combinación de láseres con patrones especiales

que permiten suprimir la emisión de fluoróforos que se encuentran alrededor de la

zona que se quiere excitar, de tal forma de asegurarse que la información registrada

provenga de una región más pequeña que la iluminada (y, por ende, que el ĺımite de

difracción) (Figura 2.6). El segundo grupo, en cambio, se basa en registrar moléculas

individuales por un corto peŕıodo de tiempo, de tal forma de que sus imágenes (aún

difractadas por la luz) no se superpongan temporalmente. Luego, a través de ajustes

matemáticos a las PSF de moléculas únicas, es posible determinar sus posiciones de

forma muy precisa (sub-difracción) (Figura 2.7). En los últimos años, la microscoṕıa

de superresolución se convirtió en una poderosa herramienta para interrogar aspectos

biológicamente relevantes de la estructura celular hasta el momento inaccesibles [62],

contribuyendo ampliamente a nuestro conocimiento actual sobre la distribución y la

dinámica de protéınas (Figura 2.8) [65–67] y ĺıpidos de membrana [68].

2.4. Membrana celular

La transmisión qúımica de señales es una de las principales formas de transmisión

de la información en el sistema nervioso central y periférico. Su correcto funciona-

miento se basa en un equilibrio dinámico entre la organización supramolecular de los

actores intervinientes, el ambiente liṕıdico, la dinámica en la membrana celular y el

transporte vesicular [70]. En el caso particular de la transmisión sináptica, cuando

una protéına receptora de neurotransmisor residente en la membrana postsinápti-

11
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Figura 2.6: Microscoṕıa confocal y STED (superresolución). Se esquematiza el prin-
cipio de ambas metodoloǵıas y el incremento de la resolución al aplicarse sobre
una misma estructura tipo filamento. Cada ćırculo del filamento es un fluoróforo.
Mientras que la microscoṕıa confocal no puede resolver las estructuras circulares
individuales, debido a la superposición de la emisión supra-difracción de muchos
fluoróforos individuales excitados al mismo tiempo, la microscoṕıa de superresolu-
ción STED permite lograr una excitación más localizada (a través de la supresión
de la emisión de los fluoróforos circundantes) y aśı aumentar la resolución alcanza-
da [69].

ca recibe información del exterior de la célula, se inicia una cadena de reacciones

hacia el interior de ésta (cascada de señalización) para generar una respuesta. En

particular, el número disponible de receptores de neurotransmisores y el tiempo que

pasan en la región postsináptica y, más precisamente, en los sitios activos orientados

a las áreas de liberación de neurotransmisores, afectan directamente la capacidad de

transmitir dicha información de manera eficiente [71]. Por lo tanto, entender cómo

difunden los receptores hacia dentro y fuera de las regiones sinápticas, y qué meca-

nismos afectan su organización en la membrana es fundamental para comprender la

comunicación celular.

El modelo más ampliamente conocido y exitoso sobre la estructura y la organi-

zación de las membranas biológicas fue propuesto en 1972, por Singer y Nicolson:

el modelo de mosaico fluido (MF) [72]. El modelo de MF propone que las membra-

nas están conformadas por una bicapa liṕıdica, en donde protéınas y glicoprotéınas

12
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Figura 2.7: Microscoṕıa de superresolución STORM. Esquema del principio STORM.
Con microscoṕıa de fluorescencia convencional, la emisión conjunta de todos los
fluoróforos en la región de interés (ćırculos amarillos) son registrados, de tal forma
que no pueden ser identificadas estructuras individuales que se encuentren más cer-
canas que el ĺımite de difracción de la luz (esquema de la izquierda). En cambio,
al utilizar una microscoṕıa de tipo estocástica como STORM, es posible registrar
intermitentemente un fluoróforo a la vez (esquema intermedio), de tal forma que,
luego de cierto tiempo de registro, es posible recuperar la estructura original con una
resolución muy por debajo del ĺımite de difracción (esquema de la derecha). Imagen
obtenida de la página web del laboratorio del Dr. Huang.

Figura 2.8: Comparación entre microscoṕıa convencional y de superresolución. Mi-
crotúbulos (verde) y mitocondria (magenta) en células BS-C-1. Se muestra el resul-
tad obtenido a través de imágenes de microscoṕıa de fluorescencia (izquierda), y a
través de microscoṕıa de superresolución STORM en 2D (medio) y en 3D (derecha).
Imagen tomada de la página web del laboratorio del Dr. Huang.

se encuentran insertas y fluyen libremente (Figura 2.9). Esta bicapa liṕıdica actúa

como barrera entre el interior y el exterior celular. Si bien los conceptos esencia-
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les del modelo de MF siguen siendo válidos, actualmente se sabe que la estructura

de la membrana es mucho más compleja. La membrana celular es un ambiente al-

tamente compartimentalizado, en donde las moléculas exhiben un comportamiento

heterogéneo, resultante de interacciones con componentes de la membrana que res-

tringen su movimiento y que son centrales para su función (Figura 2.10) [73–78].

A su vez, existe una matriz subcortical, la red de actina, que es capaz de interac-

tuar tanto de forma directa (unión transitoria [79]) como indirecta (por ej. a través

de la remodelación dinámica del cito-esqueleto en espinas dendŕıticas [80]) con las

protéınas de membrana.

Figura 2.9: Modelo de Mosaico Fluido (MMF). En 1972, Singer y Nicolson pro-
pusieron uno de los modelos de las membranas biológicas más reconocido hasta el
momento. El modelo consiste una bicapa liṕıdica (violeta) en donde se encuentran
insertas protéınas y glicoprotéınas. La imagen fue extráıda del trabajo actual de uno
de los fundadores del modelo [73], en el cual se discute la vigencia actual del mismo
y la evolución que tuvo a lo largo de los años (Figura 2.10).

En los últimos años, se ha propuesto que la función celular puede ser explicada

por la interrelación entre los distintos niveles de organización en la membrana [74,75].

En particular, técnicas de nanoscoṕıa han permitido observar que muchas protéınas

de membrana (lo que constituye el 3er. nivel de organización) se encuentran asocia-

das en ensambles nanoscópicos (“nanoclusters”), comprendiendo tamaños variables
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Figura 2.10: Modelo actual de la membrana celular. Al modelo fundacional de Mo-
saico Fluido se le suma la complejidad estructural y la heterogeneidad tridimensional
de la membrana celular como se la conoce hoy en d́ıa. Observar la gran variedad de
estructuras que compartamentalizan la bicapa liṕıdica en su aspecto bidimensional
y que tienen un papel importante en la regulación de la función celular. Además, se
incluye la red actina subcortical en la cara intracitoplasmática de la membrana, y
la red de glicanos provenientes de las glicoprotéınas y glucoĺıpidos en la cara exofa-
cial de la membrana. La imagen se extrajo de un trabajo reciente de uno de los
fundadores del modelo de MF original [73].

(desde decenas a cientos de moléculas) en distintos tipos celulares [22,81]. Este nivel

de organización ha demostrado ser cŕıtico como componente regulatorio en la tra-

ducción de señales y la función celular [82–86]. El colesterol y los ĺıpidos saturados,

por otro lado, involucrados en la formación de dominios tipo balsas (Lo) (2do. nivel

de organización), participan del reclutamiento selectivo de protéınas (en forma de

acúmulos) y del intercambio entre ciertos ĺıpidos y ciertas protéınas asociadas a bal-

sas [34–36]. Finalmente, la auto-organización del citoesqueleto de actina (1er. nivel

de organización) actúa sobre la organización dinámica de la membrana plasmática y

promueve la compartimentalización de la misma [87–89]. Sin embargo, sigue siendo
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poco comprendido cómo los distintos niveles de organización se interrelacionan para

dar lugar al proceso de señalización celular. Dilucidar la topograf́ıa y la dinámica

de protéınas de membrana es, entonces, de gran importancia, y se ha convertido en

un tema de investigación muy relevante a lo largo de los últimos años, promoviendo

el desarrollo de nuevos modelos teóricos, métodos computacionales e innovaciones

tecnológicas [90–92].

2.5. Difusión lateral de protéınas de membrana

La membrana celular se comporta como un medio fluido en donde las protéınas

y los ĺıpidos son capaces de difundir lateralmente. Por lo tanto, la complejidad en su

organización y su estructura se encuentra directamente reflejada en la dinámica hete-

rogénea de sus constituyentes. Tras el desarrollo de microscoṕıas de superresolución

y análisis de seguimiento de moléculas únicas (SPT), por primera vez en la historia

se logró seguir y caracterizar el movimiento individual de protéınas de membrana:

A diferencia del movimiento térmico al azar (movimiento Browniano) descripto por

Albert Einstein un siglo atrás [93], la traslación de protéınas de membrana se en-

cuentra mayoritariamente caracterizada por una difusión de tipo anómala, es decir,

desv́ıos de la “Brownianidad” producto de interacciones no térmicas con el medio

circundante [77, 94–97]. Estas interacciones pueden estar relacionadas a procesos

que dificultan la libre difusión de la molécula (tales como la difusión en dominios Lo

o la difusión con saltos entre regiones compartimentadas de la membrana), dando

lugar a un movimiento de tipo subdifusivo [75, 98], o a procesos en donde la difu-

sión de la molécula se encuentra favorecida (movimiento dirigido), resultando en

un movimiento de tipo superdifusivo [99] (ver Figura 2.11). En este último caso, se

encuentran involucrados los denominados motores moleculares (protéınas capaces de

transformar enerǵıa qúımica en movimiento.) [100], por ej. a través del transporte

vesicular.

A la fecha, varios modelos biof́ısicos han sido propuestos para intentar describir

diferentes mecanismos moleculares que dan origen a los distintos tipos de difusión

anómala. Mientras que algunos modelos describen las propiedades viscoelásticas de la

bicapa liṕıdica (como el movimiento Browniano fraccional o fBm, una generalización
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Figura 2.11: Difusión lateral de protéınas en la membrana celular. Se muestran
ejemplos de trayectorias de moléculas únicas exhibiendo movimiento de tipo (a)
Browniano (difusión libre), (b) superdifusivo (dirigido) y (c) subdifusivo. (d) Una
forma de caracterizar la difusión de moléculas es a través del estudio de las curvas de
desplazamiento cuadráticos medios (MSD). Mientras que el movimiento Browniano
se caracteriza por una dependencia lineal con el tiempo, los movimientos subdifusivos
y superdifusivos muestran dependencias sublineales y supralineales, respectivamente.
Imagen extráıda y modificada de [101].

del movimiento Browniano) [102,103] otros consideran la presencia de obstáculos en

un medio densamente poblado (difusión obstrúıda u OD) [104,105], y otros describen

eventos de inmovilización transitorios, dados por unión al citoesqueleto de actina

o a complejos macromoleculares (movimiento al azar de paso continuo o CTRW)

[106, 107] (ver Figura 2.12). En algunos sistemas, se ha observado coexistencia de

más de un modelo (difusión mixta) [108], dando lugar a patrones de movimientos aún

más complejos, e incluso exhibiendo dependencias entre las propiedades dinámicas
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y el tiempo de medición (envejecimiento), en clara contraposición a la hipótesis

de ergodicidad de Boltzmann-Kinchin [109, 110]. Por lo tanto, la caracterización

dinámica de protéınas de membrana no sólo permite extraer información sobre los

procesos fisiológicos que regulan la actividad de la molécula en estudio, sino que

también puede ser utilizada como medio para generar modelados teóricos de los

fenómenos biológicos que tienen lugar en la membrana celular, aśı también como de

su estructura y organización.

Figura 2.12: Modelado biof́ısico de la dinámica de protéınas. Se muestran esquemas
de trayectorias únicas bajo distintos modelos biof́ısicos t́ıpicos de difusión lateral de
protéınas en la membrana celular: (a) caminata al azar de tiempo continuo (CTRW),
(b) movimiento Browniano fraccional (fBm) y (c) difusión obstrúıda (OD). Imagen
extráıda y modificada de [111].

2.6. Organización del trabajo

En este trabajo, a través de la implementación de una serie de análisis estad́ısticos

y computacionales para el estudio del movimiento de protéınas únicas en imágenes de

microscoṕıa de superresolución STORM registradas previamente en el laboratorio,

se caracterizará de forma exhaustiva la difusión y la organización del nAChR en

la membrana de células CHO-K1/A5. Además, se propondrá un modelo biof́ısico

que explique el comportamiento complejo exhibido por el nAChR, aśı como también

su interacción con uno de los componentes estructurales más importantes de la

membrana celular animal: el colesterol.

En primer lugar, se introducen muy brevemente las metodoloǵıas utilizadas para

obtener las muestras biológicas y las imágenes de superresolución. Luego, se descri-

ben los diferentes análisis biof́ısicos implementados en el trabajo (ver Materiales y
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métodos). En la siguiente sección, se exponen los Resultados de los análisis aplica-

dos para el estudio de la dinámica y la organización del nAChR en la membrana

plasmática de células CHO-K1/A5. La sección de Resultados se encuentra dividida

en dos partes. En la Parte I, se caracteriza a nivel poblacional la dinámica del re-

ceptor en la membrana a través del estudio de desplazamientos cuadráticos medios

(MSD), de su grado de inmovilización, y de la clasificación en subpoblaciones difu-

sivas. Hacia el final del caṕıtulo, se introduce el concepto de ergodicidad y se testea

el comportamiento ergódico del sistema. Motivado por lo observado en la Parte I

del trabajo, en la Parte II se realiza un estudio a nivel de molécula única de la difu-

sión lateral del nAChR, acompañado de un modelado biof́ısico. Con este propósito,

se aplican análisis novedosos para el estudio de la dinámica de moléculas únicas,

tales como radios de escape, ángulos de giro, análisis de recurrencia y análisis de

segmentación de trayectorias. La sección de Resultados concluye con un estudio de

la organización en tiempo real del nAChR, a través de un análisis de la dinámica

de los acúmulos supramoleculares del receptor. En el caṕıtulo siguiente (Discusión),

se integran e interpretan los resultados obtenidos, poniéndolos en contexto con bi-

bliograf́ıa actual relevante al campo de estudio, y se propone un modelo biof́ısico

que se ajusta a los resultados observados. Finalmente, se enuncian brevemente las

Conclusiones del trabajo.
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3. Materiales y métodos

3.1. Cultivo de células, modificación de los niveles de coles-

terol celular y microscopia de superresolución STORM

Las células de la ĺınea celular CHO-K1/A5 fueron cultivadas según Roccamo

y colaboradores [112]. El contenido del colesterol de dichas células fue modificado

mediante lo protocolos utilizados en nuestro laboratorio [49,113,114]. Las imágenes

de microscopia óptica de superresolución analizadas en este trabajo fueron obtenidas

mediante la técnica de STORM [22,115].

3.2. Análisis de datos de microscoṕıa de superresolución

3.2.1. Determinación de las coordenadas sub-difracción moleculares

La localización de las coordenadas (x, y) de los nAChRs se realizó usando el pa-

quete de análisis de imágenes ThunderSTORM (https://github.com/zitmen/thunderstorm)

[116], un plugin de ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). ThunderSTORM permite

separar múltiples superposiciones de PSFs. Para tener en cuenta la naturaleza dis-

creta de los ṕıxeles en cámaras digitales, se ajustó una versión integrada de una fun-

ción gaussiana en 2D a los perfiles de intensidad supra-difracción de cada fluoróforo,

mediante el uso de rutinas de minimización por cuadrados mı́nimos tipo Leven-

berg–Marquardt. Las localizaciones que se encontraron demasiado cercanas una de

la otra como para corresponder a moléculas independientes, fueron descartadas. El

análisis de ajuste por emisión múltiple del ThunderSTORM fue habilitado, y se es-

tableció un rango ĺımite de intensidades entre 500-2000 fotones, para minimizar el

error proveniente de la intensidad de fondo. Otros filtros del ThunderSTORM fue-

ron habilitados para remover localizaciones duplicadas por la incertidumbre (como

se describe en ref. [117]). La deriva lateral fue estimada experimentalmente utilizan-

do esferas fluorescentes fiduciales de 100 nm de diámetro adheridas al cubreobjetos,

y corregida por el filtro correspondiente de ThunderSTORM. La precisión en la lo-

calización fue calculada automáticamente a través de ThunderSTORM mediante la

20

https://github.com/zitmen/thunderstorm
https://imagej.nih.gov/ij/


Tesis de Lic. de Alejo Mosqueira 3 MATERIALES Y MÉTODOS

aplicación de una versión modificada de la expresión descripta en ref. [118], la cual

considera el proceso de multiplicación de electrones de las cámaras EM-CCD [119],

a saber:

〈(∆x)2〉 =
2σ2 + a2/12

N
+

8πσ4b2

a2N2
(3.1)

Donde σ es el desv́ıo estándar del ajuste de la PSF, a es el tamaño de ṕıxel en nm,

N es la intensidad expresada en número de fotones y b es el nivel de intensidad de

fondo en fotones. La precisión de localización promedio obtenida fue de 37.58 ± 0.02

nm (ver Figura 3.1).

Precisión de localización y tiempo de fusión. La precisión de localización

y el tiempo de fusión son dos parámetros esenciales en microscoṕıa de tipo STORM

y en microscoṕıa de localización de molécula única en general. En la Figura 3.1 se

muestran histogramas representativos a partir de los cuales se determinó la precisión

de la localización promedio y la densidad de emisión t́ıpica para las moléculas de

nAChR marcadas con BTX, aśı como también un ejemplo representativo de la dis-

tribución de tiempos de fusión junto a la predicción semi-emṕırica (como se describe

en el trabajo de Annibale y colaboradores [120]).

3.2.2. Seguimiento de molécula única (SPT)

Las part́ıculas fluorescentes fueron detectadas por un algoritmo de prueba de

razón de verosimilitud (likelihood ratio test) usando ThunderSTORM [116], y ex-

portadas en un formato adecuado para análisis de seguimiento de part́ıcula úni-

ca usando una rutina de Matlab creada en el laboratorio. Las trayectorias de las

part́ıculas detectadas (y validadas) fueron reconstruidas usando el paquete Loca-

lizer (https://bitbucket.org/pdedecker/localizer) [121] implementado en Igor Pro

(Wavemetrics Inc. https://www.wavemetrics.com). Dos parámetros cŕıticos deben

ser establecidos en Localizer: el máximo número de imágenes que se permite “par-

padear” a una dada molécula (3 fotogramas = 30 ms) (“tiempo de fusión”), y la

distancia máxima (“Máxima distancia de salto”) entre dos puntos para poder ser

considerados como provenientes de la misma trayectoria (3 ṕıxeles). El “tiempo de
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Figura 3.1: Precisión de localización, tiempo de fusión y densidad de emisión. a)
Histograma de la precisión de localización para un experimento representativo, según
el método de Quan y colaboradores [119] (ver ec. 3.1), aplicada a dos células CHO-
K1/A5 marcadas con BTX. b) Determinación del tiempo de fusión óptimo, siguiendo
el método de Annibale y colaboradores [120]. El gráfico muestra el número total de
localizaciones en función de distintos tiempos de fusión, para un caso representativo
de nAChRs marcados con BTX. En ĺınea sólida se muestra el ajuste semi-emṕırico
de la ec. 3.1. En el ejemplo que se muestra, el tiempo de fusión óptimo tof f fue de
3 fotogramas (30 ms). c) Histograma del número de localizaciones por fotograma,
es decir, la densidad de emisión. La densidad de emisión t́ıpica obtenida fue 3.78 ±
0.01 moléculas por fotograma.

fusión” óptimo (tof f ) fue determinado siguiendo el método de Annibale y colabora-

dores [120], el cual implica que el número de moléculas fluorescentes parpadeantes N

presentes en la muestra puede ser estimado por el número de cuentas (localizaciones)

a diferentes tiempos de oscuridad td, N(td), a través de un ajuste con la ecuación

semi-emṕırica:

N(td) = N(1 + nparpadeoe
( 1− td
tof f

)) (3.2)

En el régimen de bajos tiempos de oscuridad td. La máxima distancia establecida

para el filtro de fusión fue determinada en nuestros experimentos con el tamaño de

ṕıxel de la cámara y aplicando el criterio de filtrado de distancia propuesto por Lu y

colaboradores [122]. Brevemente, las localizaciones que reaparecieron en fotogramas

consecutivos fueron consideradas como provenientes de la misma molécula (misma

trayectoria) si el desplazamiento de un fotograma a otro (radio de seguimiento) fue

menor a 106 nm (1 ṕıxel). Esto nos permitió monitorear moléculas con coeficientes
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de difusión de hasta 1,33 µm2 s−1, es decir, conservativamente mayores que el ĺımite

de difusión superior estimado para el nAChR por experimentos TIRF-SPT reali-

zados previamente en nuestro laboratorio [114]. Siguiendo el argumento anterior, la

“Máxima distancia de salto” fue deducida a través de considerar la distancia máxima

que un nAChR puede “saltar” dentro de la ventana temporal de fusión establecida

anteriormente, es decir, la máxima distancia que, en promedio, un receptor puede

difundir en 3 fotogramas.

3.2.3. Criterio de exclusión de moléculas inmóviles

La identificación y exclusión de moléculas inmóviles exhibiendo movimiento apa-

rente (debido al error de localización) se realizó aplicando un método reciente-

mente introducido por Golan y Sherman [123]. El método consiste en calcular

la cantidad adimensional Rg/〈|∆r|〉 con Rg el radio de giro y 〈|∆r|〉 el despla-

zamiento promedio. Para moléculas inmóviles, las sucesivas localizaciones se dis-

tribuyen alrededor de una función Gaussiana en 2D (debido al error de locali-

zación). El radio de giro para una distribución normal con varianza σ2 toma la

forma R2
g = 2σ2. Por otro lado, el valor esperado para el desplazamiento pro-

medio es igual a 〈|∆r|〉 = E(
√

(x1 − x2)2 + (y1 − y2)2) = σ
√
π (ver demostra-

ción en el trabajo de Golan y Sherman), si x e y son distribuciones normales

con media nula y varianza σ2. Entonces, si centramos la trayectoria en el ori-

gen de coordenadas, obtenemos que el parámetro adimensional toma la forma de

Rg/〈|∆r|〉 =
√

2σ2/(σ
√
π) = (

√
2σ)/(σ

√
π) =

√
2/π para moléculas inmóviles cen-

tradas en el origen. De esta forma, se obtiene un parámetro adimensional que no

sólo toma un valor constante para moléculas inmóviles, sino que es independiente

del error de localización. Para moléculas difundiendo, por otra parte, este paráme-

tro toma valores más grandes. Entonces, es posible construir una distribución de los

valores que toma este parámetro para trayectorias aparentes de moléculas inmóviles

en células fijadas, y usar dicha información para establecer un criterio de exclu-

sión en los experimentos en células vivas. Por ejemplo, se puede definir un umbral

por debajo del cual las trayectorias de moléculas únicas en células vivas sean cla-

sificadas como potencialmente inmóviles y excluidas de los análisis dinámicos. En
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nuestro caso, el umbral elegido fue el ĺımite superior del intervalo de confianza al

95 % de la distribución obtenida en células fijadas (como sugieren los autores del

art́ıculo). De esa forma, al aplicar el criterio de exclusión en células vivas, existe

sólo un 2,5 % de probabilidad de clasificar erróneamente como molécula móvil a

una molécula inmóvil con movimiento aparente. Las distribuciones obtenidas para

moléculas inmóviles provenientes de 6 experimentos en células fijadas (2 muestras

independientes) se muestran en la Figura 3.2. Se obtuvieron ĺımites superiores del

intervalo de confianza al 95 % de entre 1,5 y 2,1. Se eligió el ĺımite más conservativo

(2,1) como umbral de exclusión para las trayectorias obtenidas en experimentos en

células vivas.

Figura 3.2: Criterio de exclusión de moléculas inmóviles. Histogramas del cociente
normalizado entre el radio de giro y el tamaño medio de paso, para 2 muestras inde-
pendientes de células CHO-K1/A5 control (6 células en total) fijadas qúımicamente
y teñidas con Texas Red-mAb. Se obtuvieron umbrales de entre 1,5-2,1 (ĺımites
superiores del intervalo de confianza al 95 %). Se eligió el valor más conservativo
(2,1, ĺınea vertical negra) como umbral de identificación y exclusión de moléculas
inmóviles en experimentos en células vivas.

3.2.4. Análisis de desplazamientos cuadráticos medios (MSD)

Para un espacio bi-dimensional (como puede ser aproximada la difusión lateral

de una protéına en la membrana celular), el MSD puede escribirse como:

MSD = 〈∆r2(t)〉 =

∫ ∞
−∞

r2(t)P (r, t) d2r = 4Dt (3.3)
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Donde D es el coeficiente de difusión y t es el tiempo desde el inicio del proceso.

Sin embargo, esta expresión asume un fluido puramente viscoso y homogéneo, tal

que P (r, t) es la función de distribución de probabilidad (PDF, también denominada

propagador) del proceso difusivo, es decir, la probabilidad de encontrar una part́ıcula

a una distancia radial r del origen a un tiempo t > 0. Medios más complejos pueden

llevar a sublinearidades en las curvas de MSD (difusión anómala), las cuales pueden

ser modeladas como sigue:

MSD = 〈∆r2(t)〉 = Kβt
β (3.4)

La difusión anómala es tenida en cuenta mediante la introducción de un exponente de

anomaĺıa β [110,124] y un coeficiente de difusión generalizadoKβ , dondeMSD ∼ tβ.

Mientras que para β = 1 el movimiento resultante es una difusión Browniana, para

0 < β < 1 se describe un comportamiento subdifusivo y para β > 1 , en cambio,

uno superdifusivo (ver Figura 3.3).

T́ıpicamente, los desplazamientos cuadráticos medios se estudian a través de un

promedio temporal (TA MSD) para trayectorias individuales, o por un promedio

del ensamble (EA MSD) sobre varias trayectorias a un tiempo determinado. El TA

MSD puede calcularse para una dada trayectoria j de la siguiente forma:

TA MSD = 〈∆r2(tlag = m∆t)〉T =
1

M

T/∆t∑
i=1

R2
j (ti +m∆t) (3.5)

R2
j (ti +m∆t) = [xj(ti +m∆t)− xj(ti)]2 + [yj(ti +m∆t)− yj(ti)]2 (3.6)

donde (xj, yj) es la posición de la part́ıcula registrada a M tiempos discretos ti = i∆t

con desplazamientos diferentes de NaN (es decir, sin contar los tiempos en los que el

fluoróforo ingresó a un estado oscuro y no pudo ser registrado, es decir, los tiempos

de parpadeo), ∆t es el tiempo entre cada fotograma tomado en el registro o la inversa

de los fotogramas por segundo del video (en nuestro caso, ∆ t = 10 ms o 0,01 s), T

es el tiempo total promediado e i es el número de fotograma. El EA MSD, por otro

lado, puede ser calculado sobre un intervalo temporal m∆t de la forma:
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Figura 3.3: Análisis de desplazamientos cuadráticos medios (MSD). Se muestran
curvas ilustrativas de las distintas modalidades difusivas que pueden identificarse a
través del análisis de MSD, según la dependencia con el tiempo de retraso exhibida.
Para dependencias lineales (β = 1), se obtienen caminatas al azar (difusión Brow-
niana o térmica). Un β distinto a 1, en cambio, corresponde a difusión anómala.
Para β < 1 la difusión es anómala subdifusiva, mientras que para β > 1 la difusión
es anómala superdifusiva. Imagen extráıda y modificada del trabajo de Mackintosh
y colaboradores [125].

EA MSD = 〈∆r2(tlag = m∆t)〉ens =
1

N

N∑
j=1

R2
j (ti +mt) (3.7)

donde N es el número total de trayectorias disponibles (diferentes de NaN) a un

dado tiempo ti, donde ti es el tiempo inicial relativo al primer punto de la trayectoria.

Si reescribimos la ec. 3.4 tomando el logaritmo de ambos lados:

log(MSD) = log(Kβt
β) = log(Kβ) + log(tβ) = log(Kβ) + βlog(t) (3.8)

Es decir, si las curvas de MSD individuales cumplen con la ec. 3.4, en escala lo-

gaŕıtmica debeŕıan exhibir una dependencia lineal con el tiempo, cuya pendiente

es el exponente de anomaĺıa. El coefieciente de difusión generalizado, por su parte,

puede ser calculado a través de la ordenada al origen. De esta forma, se ve fácilmen-
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te que tanto el exponente de anomaĺıa como el coeficiente de difusión generalizado

pueden obtenerse a partir de un simple ajuste lineal de las curvas de MSD en escala

logaŕıtmica. Siguiendo el criterio de Golan y Sherman [123], el exponente de difusión

anómala β fue obtenido a través de ajuste lineal de los primeros 50 puntos de las

curvas de TA MSD en escala logaŕıtmica. Los coeficientes de difusión generalizados,

Kβ, también fueron obtenidos mediante un ajuste lineal de los primeros 50 puntos

de las curvas de TA MSD en escala logaŕıtmica, pero evaluados en t = 1 (ver ec.

3.8), también siguiendo el criterio de Golan y Sherman.

3.2.5. Distribución de tiempos de escape

El tiempo de escape es el intervalo durante el cual una part́ıcula difunde dentro

de un radio umbral RUM antes de escapar (Figura 3.4). Para estudiar si existe una

dependencia entre el tiempo de escape con el tamaño de la zona en donde la molécula

difunde (para áreas más grandes se esperaŕıa que a la molécula le tome más tiempo

escapar, a menos que haya algún proceso que la detenga), se calculó la duración de

los eventos en los cuales las trayectorias de moléculas únicas permanecieron dentro

de áreas circulares de radio RUM crecientes (radios de escape), como se describe en

ref. [108]. Brevemente, para cada trayectoria j:

a) Se generaron los desplazamientos cuadráticos

Rtret=∆t,i,j2 (3.9)

Para cada tiempo ti = i∆, donde ∆t corresponde al tiempo inter-fotograma (o a la

inversa de la frecuencia de registro) (en nuestro caso, ∆ t = 10 ms).

b) Luego, se buscó el primer desplazamiento para el cual valiera

Rtret=∆t,i,j2 < RUM
2 (3.10)

A este tiempo se lo llamó tk = k∆t, es decir, el tiempo correspondiente al fotograma

k a tiempo de retraso tlag = ∆t.

c) Luego, se observaron los desplazamientos cuadráticos a tiempos tk para tiempos
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de retraso crecientes tlag = 2∆t, 3∆t, . . . hasta que la relación Rtret,k,j
2 > RUM

2

fuera satisfecha o la trayectoria terminara. Esto se cumple para cierto tiempo de

escape

tret = tF = F∆t (3.11)

d) Cuando se obtuvo un tiempo de escape, se continuó desde tk + tF + ∆t = tk+F+1

buscando el siguiente desplazamiento que satisficiera la relación:

R2
∆t,i,j < RUM

2 (3.12)

para (i ≥ k + F + 1)

e) Si el desplazamiento se encontraba, se repet́ıan los pasos (b-c) hasta el final de

la trayectoria. Finalmente, se construyó la función de distribución acumulada para

todos los tiempos de escape resultantes.

Figura 3.4: Análisis de tiempo de escape. Esquema representativo del análisis de
tiempos de escape para distintos radios umbrales (Rum). Se muestra cómo las dis-
tintas áreas son concéntricas al origen de la trayectoria (trazo azul). El tiempo de
escape es el que le toma a cada trayectoria escapar de un radio umbral determinado
(radio de escape).

3.2.6. Análisis de recurrencia de trayectorias de molécula única

La presencia de peŕıodos de confinamiento dentro de trayectorias individuales

fue analizada usando un algoritmo recientemente desarrollado [126], el cual se basa
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en la evaluación del número total de visitas (recurrencias) realizadas por una dada

molécula móvil a un lugar determinado del espacio. Para ello, para cada par j-ésimo

de localizaciones consecutivas de una dada trayectoria (con j = 1, 2, 3, . . . , N−1, con

N número de localizaciones de la trayectoria), se construye un ćırculo con diámetro

igual a la distancia que las separa y centrado entre medio de ellas, y se calcula

la cantidad de visitas Vj que realiza la molécula a la región delimitada por dicho

ćırculo (ver esquema ilustrativo en Figura 3.5). Esto se hace para todos los pares de

localizaciones de la trayectoria. Para evaluar si el ćırculo corresponde a una zona de

confinamiento, se establece un umbral de visitas. El umbral se define por inspección

ocular. En este trabajo, el umbral de visitas se definió como Vj = 6 visitas, ya que

fue el menor número de visitas que dio resultados más consistentes (estancias de

confinamiento coincidentes con aquellas porciones de las trayectorias en donde se

observa una marcada reducción de la movilidad).

Debido a que la metodoloǵıa no considera los tiempos en donde el fluoróforo par-

padea, es necesario interpolar los tiempos de parpadeo presentes en las trayectorias

de moléculas únicas. Para ello, previo a aplicar el análisis de recurrencia se realizó

una interpolación lineal a los tiempos de parpadeo, tal como sugieren los autores del

trabajo. Esta aproximación es lo suficientemente buena para tiempos de parpadeo

bajos, como los observados para la sonda utilizada en este trabajo (Figura 3.1). Para

descartar el reconocimiento de eventos de confinamientos artefactuales producidos

por pasos interpolados provenientes de tiempos de parpadeos prolongados, se esta-

bleció una cantidad de pasos umbral: Si la estancia de confinamiento encontrada

está compuesta por menos de 5 localizaciones reales (no interpoladas), el evento es

descartado.

3.2.7. Análisis de segmentación de trayectorias únicas basado en tiempos

de escape

Como método independiente para el reconocimiento de eventos de confinamiento

a nivel de molécula única, se aplicó un análisis de segmentación desarrollado pre-

viamente en el grupo de la codirectora de este trabajo [127]. El método permite

segmentar trayectorias individuales en porciones confinadas y en zonas con difusión
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Figura 3.5: Diagrama del análisis de recurrencia. Se muestran simulaciones numéricas
de una trayectoria simulada que exhibe una estancia de confinamiento (a) y una
trayectoria que no (b). En cada una se muestra para un par de localizaciones (rojo) la
construcción del ćırculo (negro) en el que se evaluará la cantidad de visitas recibidas,
para luego definir si pertenece o no a una estancia de confinamiento. En el caso
(a) se hallaron 17 visitas, mientras que en el caso (b) se halló sólo 1. En (c) se
muestran los valores en la coordenada en y de las trayectorias simuladas mostradas
en el panel derecho, las cuales exhiben estancias de confinamiento prolongadas. Las
ĺıneas punteadas separan las porciones libres (trazos azules) de las confinadas (trazos
rojos). La figura fue extráıda y traducida del trabajo de Sikora y colaboradores [126].

dirigida. Sin embargo, en el presente trabajo se implementó únicamente el algoritmo

para reconocer regiones confinadas, el cual se basa en los tiempos de escape des-

criptos en la sección 3.2.5, es decir, en la probabilidad de que una dada molécula

se mantenga difundiendo dentro de una región de radio R luego de haber dado una

cantidad n de pasos (Figura 3.6). Como este análisis tampoco considera los tiem-
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pos de parpadeo, se aplicó una interpolación lineal y una cantidad de pasos umbral

previo a la aplicación del método, al igual que se describe en la sección anterior. Se

establecieron 5 pasos como umbral (equivalente a las 6 visitas/localizaciones esta-

blecidas como umbral en el análisis de recurrencia). Luego, a través de la expresión

para la probabilidad acumulada Ψ de hallar una caminata que se mantenga con-

finada durante un tiempo t en una región con radio R, en función del parámetro

adimensional σ2n/R2 [128]:

log(Ψ) = (−1, 163±0, 004)
σ2n

R2
+(0, 2364±0, 006) = (−2, 325±0, 009)

Dt

R2
+(0, 2356±0, 0063)

(3.13)

Donde σ2 es la varianza de todos los pasos de la trayectoria, n la cantidad de pasos,

D = σ2/2τ es el coeficiente de difusión, t = τn la duración de la trayectoria y

τ el tiempo entre fotogramas (τ = 10 ms, en nuestro caso); es posible establecer

un criterio para la evaluación de confinamiento en una trayectoria única. Para ello,

el algoritmo define una probabilidad umbral pc = 0,95 y compara si el parámetro

adimensional σ2n/R2 es mayor a [0, 236 − log(1 − pc)]/1, 163 para un dado par

de localizaciones consecutivas. Si se cumple la condición, pasa al siguiente par de

localizaciones y vuelve a evaluar el criterio, y aśı sucesivamente hasta que la condición

deje de cumplirse, estableciendo el final del evento de confinamiento.

3.2.8. Análisis de ángulos de giro (cambios direccionales)

El análisis de ángulos de giro estudia los cambios de dirección (en forma de cam-

bios de orientación o ángulos de giro) desplegados por la trayectoria de una dada

molécula cada cierta cantidad de pasos (o tiempo de retraso) (Figura 3.7) [129,130].

Por ejemplo, los ángulos de giro de una dada molécula para un tiempo de retraso

igual a un fotograma son aquellos ángulos que forman pasos sucesivos de su trayec-

toria (saltando de a 1 paso a la vez). Los ángulos de giro para tiempo de retraso

igual a dos fotogramas también son los ángulos formados por desplazamientos suce-

sivos, pero cada dos fotogramas. Para un tiempo de retraso igual a 20 fotogramas,

se calculan los ángulos producidos por desplazamientos sucesivos cada 20 fotogra-
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Figura 3.6: Análisis de segmentación de trayectorias en regiones confinadas y libres.
Se muestran los valores en la coordenada x que toman trayectorias simuladas para
el caso de moléculas que (a) logran escapan de una región de radio R = 2 en un
tiempo menor a n pasos, o que (b) se mantienen difundiendo dentro de dicha región
para todo tiempo menor a n pasos. Figura extráıda de la Tesis de Licenciatura de
Augusto Kielbowicz [127].

mas (ver Figura 3.7, izquierda). Una vez calculados los ángulos de giro de todas las

trayectorias, se construye la función de densidad de probabilidad para los distintos

tiempos de retraso. De esta forma, es posible analizar la correlación a corto plazo

(tiempos de retrasos pequeños) y a largo plazo (tiempos de retrasos grandes).

Una de las mayores fortalezas de este análisis es que permite distinguir si existen

correlaciones en el desplazamiento de las moléculas. Por ejemplo, si la distribución

de ángulos de giro resulta plana, las moléculas no tienen ninguna predilección en la

dirección de movimiento (es decir, siguen un movimiento Browniano) y se dice que

los pasos están no correlacionados. En cambio, si la distribución de ángulos de giro

tiene un máximo en 0° o en 180°, significa que las moléculas tienen una dirección de

movimiento privilegiada y que su desplazamiento está correlacionado. En el caso de

que la distribución muestre un máximo en 0°, las trayectorias tendeŕıan a avanzar

hacia adelante (movimiento positivamente correlacionado). En el caso de que el

máximo se encuentre en 180°, por el contrario, las trayectorias tendeŕıan a volver

entre sus pasos (movimiento negativamente correlacionado o anti-correlacionado).

Además, la distribución de ángulos de giro también permite distinguir diferentes
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mecanismos de difusión anómala (no browniana), por ej. los modelos de movimiento

Browniano fraccional (fBm) y difusión obstruida (OD).

Figura 3.7: Diagrama esquemático representativo del procedimiento llevado a cabo
por el análisis de ángulos de giro [130]. Brevemente, el método consiste en calcular
los ángulos relativos (o ángulos de giro) que forma una dada trayectoria (trazo azul)
para un dado tiempo de retraso (tret) o cantidad de pasos (por ejemplo, 20 pasos en
el esquema de la izquierda o 40 pasos en el de la derecha).

3.2.9. Análisis de agrupamiento de receptores

Se aplicó el agrupamiento jerárquico de enlace centroide y el agrupamiento espa-

cial basado en densidad con análisis de ruido (DBSCAN), integrados en el software

qSR de código abierto desarrollado por Cissé y su grupo de trabajo (www.github.

com/cisselab/qSR) [131,132], para identificar en tiempo real la formación de grupos

de moléculas nAChR. Para evitar la identificación de grupos artefactuales produ-

cidos por el agrupamiento de múltiples localizaciones provenientes de una misma

molécula, se analizaron las localizaciones promedio de moléculas únicas. Únicamen-

te para este análisis, las localizaciones promedio de moléculas inmóviles también

fueron incluidas. La escala espacial del análisis se fijó en 100 nm y el número mı́ni-

mo de part́ıculas fue 20 en el análisis DBSCAN (cúmulos con menos de 20 moléculas

fueron descartados). La tolerancia al tiempo de oscuridad (máximo tiempo permiti-

do entre 2 localizaciones consecutivas para ser consideradas como parte del mismo

grupo) se fijó en 1 s.

3.2.10. Análisis estad́ısticos

Para evaluar la significancia estad́ıstica, se emplearon ANOVA de una o dos

v́ıas (o sus análogos no paramétricos, según corresponda), a través del programa
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GraphPad Prism 6. Comparaciones múltiples se llevaron a cabo usando los tests de

Tukey o Dunn, según corresponda. Los valores se encuentran expresados en media ±

desv́ıo estándar (D.E.) a menos que se aclare lo contrario. Para evaluar normalidad

en los datos, se utilizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra. Para

comparar dos distribuciones, en cambio, se usó la prueba de Kolmogorov-Smirnov

para dos muestras.

Figura 3.8: Diagrama de flujo de los análisis implementados en el trabajo. Partiendo
de imágenes de microscoṕıa de superresolución STORM en células vivas y fijadas,
se esquematiza el orden en el que se aplicaron los distintos análisis, nombrando
brevemente resultados relevantes obtenidos en cada caso.
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4. Resultados

4.1. Parte I: Análisis de desplazamientos cuadráticos medios

(MSD) de la difusión lateral del nAChR

El presente trabajo se encuentra enfocado en el estudio exhaustivo del compor-

tamiento individual y colectivo de una protéına receptora, el receptor de acetilcolina

nicot́ınico (nAChR), difundiendo en la membrana celular. Para ello, se analizaron

imágenes de experimentos de microscoṕıa de fluorescencia de superresolución en

su modalidad STORM/GSDIM. Esta tecnoloǵıa permite hacer un seguimiento en

tiempo real del receptor a nivel de molécula única, a partir del cual es posible ex-

traer propiedades sobre el sistema y sobre las interacciones con el medio en el que

se encuentra inmerso (la membrana plasmática). Los experimentos de microscoṕıa

STORM en células vivas procesados, analizados y discutidos en la presente Tesis

de Licenciatura fueron realizados previamente en el laboratorio por el Dr. Francisco

J. Barrantes. Los experimentos STORM en células fijadas qúımicamente, por otro

lado, fueron realizados en conjunto por el Dr. Francisco J. Barrantes y por el alumno

Alejo Mosqueira. Como modelo experimental se utilizó la ĺınea celular clonal CHO-

K1/A5 [112], la cual expresa de forma heteróloga en su membrana el nAChR de

tipo muscular adulto. Además, se utilizaron incubaciones con ciclodextrina (CDx) o

ciclodextrina cargada con colesterol (CDx-Chol) para estudiar los efectos que tiene

la modificación aguda de colesterol de membrana en la difusión del receptor. Los nA-

ChRs fueron marcados con dos tipos de sondas fluorescentes: AlexaFluor555-BTX,

para experimentos en células vivas; o anticuerpos monoclonales primarios mAb35

contra la subunidad α, seguido de marcado secundario con anticuerpos etiquetados

con Texas Red, para células fijadas. Las imágenes de superresolución fueron adquiri-

das de la superficie adherida al cubreobjetos (cara ventral de la célula), en una región

de interés (ROI) de 10 µm x 10 µm, a una velocidad de 100 fotogramas por segundo

y con una duración total de 7000 fotogramas (70 segundos). En total, se analizaron

entre 8 y 15 experimentos en células vivas para cada condición experimental, y 6

experimentos en células fijadas (sólo control). La validación de las localizaciones de
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molécula única en las imágenes de superresolución fueron llevadas a cabo a través

del programa ThunderSTORM [116] (Figura 4.1a). La reconstrucción de las trayec-

torias de molécula única se realizó utilizando el programa Localizer [121] (Figura

4.1b). Las trayectorias con menos de 50 pasos temporales (es decir, con una diferen-

cia de 50 fotogramas entre el tiempo inicial y el final de las posiciones registradas)

fueron descartadas de los análisis dinámicos (a menos que se aclare lo contrario),

para mayor robustez en los resultados. Para una descripción más detallada de la

metodoloǵıa implementada en el presente trabajo, ver la sección correspondiente en

Materiales y métodos.

4.1.1. Movimiento aparente del nAChR en la membrana celular

Una simple inspección ocular de las trayectorias reconstruidas parece indicar una

gran heterogeneidad en la dinámica traslacional del nAChR, gobernada por un alto

grado de confinamiento (Figura 4.1 b). Sin embargo, la primera consideración pa-

ra tener en cuenta al analizar datos de microscoṕıa STORM es que una fracción

no despreciable de las trayectorias reconstruidas puede parecer confinada, pero, en

realidad, corresponder a receptores completamente inmóviles. Esto se debe a la na-

turaleza misma de la metodoloǵıa implementada: Las microscoṕıas de fluorescencia

de superresolución de tipo estocástico de molécula única (single-molecule localiza-

tion microscopies (SMLM), STORM entre ellas) permiten resolver estructuras por

debajo del ĺımite de difracción de la luz (∼ 200 nm) a través de una estimación de

la posición de moléculas individuales. Como toda estimación, posee una incerteza

asociada (∼ 40 nm, en nuestro caso, ver Figura 3.1 en Materiales y métodos), la

cual no es despreciable y produce una diferencia entre la posición real de la molécula

en cuestión (el receptor) y la resultante de la medición. Sucesivos errores en dicha

aproximación dan como resultado fluctuaciones al azar alrededor de la posición real,

las cuales pueden ser lo suficientemente grandes como para ser confundidas con un

receptor móvil, lo que se conoce como movimiento aparente. Si no se tiene en cuen-

ta la posible presencia de estos movimientos aparentes, moléculas inmóviles pueden

ser incorrectamente clasificadas como móviles e incluidas en los promedios sobre las

propiedades dinámicas del sistema. En consecuencia, los resultados e interpretacio-
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nes sobre la dinámica poblacional pueden ser completamente erróneos. Para evitar

este problema, es necesario aplicar un criterio que nos permita distinguir robusta-

mente entre aquellas moléculas confinadas pero móviles de aquellas completamente

inmóviles, de tal forma de excluir estas últimas de los análisis dinámicos.

Figura 4.1: Localizaciones de molécula única y trayectorias reconstruidas para nA-
ChRs difundiendo lateralmente en la membrana de células CHO-K1/A5. (a) Imagen
representativa de una proyección en 2D de las localizaciones validadas a partir de
imágenes STORM de una célula CHO-K1/A5 viva teñida con AlexaFluor555-BTX.
Cada región brillante corresponde a cúmulos de nAChRs. La intensidad de la pro-
yección representa una suavización gaussiana de la densidad local de receptores. (b)
Trayectorias individuales de nAChRs móviles (trazos azules) e inmóviles (trazos gri-
ses), clasificados según el criterio definido en [123]. Se puede observar el alto nivel
de confinamiento e inmovilización del receptor. Barra de escala: 500 nm.

Recientemente, Golan y Sherman [123] desarrollaron un criterio basado en la

razón entre el radio de giro y el desplazamiento medio de trayectorias de part́ıculas

únicas: √
π/2(Rg/〈|∆r|〉), (4.1)

Donde Rg es el radio de giro, 〈|∆r|〉 es el desplazamiento medio de una dada trayec-

toria y
√
π/2 una constante de normalización (ver Materiales y métodos). Esta razón

se mantiene relativamente constante para part́ıculas completamente inmóviles que

exhiben un movimiento aparente, pero aumenta para part́ıculas móviles. La mayor

ventaja de este método respecto de métodos previamente utilizados (como el radio
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de giro o el umbral en el coeficiente de difusión Dum) [110] es que es independiente

del error de localización. De esta forma, se pueden utilizar trayectorias aparentes

de receptores inmóviles en células fijadas para caracterizar la distribución de dicho

parámetro y luego establecer un criterio para identificar los receptores inmóviles en

células vivas. Golan y Sherman proponen tomar como umbral el ĺımite superior del

intervalo al 95 % de confianza (es decir, sólo un 2,5 % de probabilidad de clasificar

falsamente una molécula inmóvil como móvil). Aplicando dicho criterio en 6 células

CHO-K1/A5 fijadas provenientes de dos experimentos independientes, se obtuvie-

ron ĺımites del intervalo al 95 % de confianza de 1,5-2,1, definiendo como umbral el

valor más alto (2,1). Trayectorias en células vivas que no superaran dicho umbral,

fueron clasificadas como provenientes de moléculas inmóviles y también excluidas

de los análisis posteriores. Se obtuvo un valor promedio de 52 ± 22 % de receptores

inmóviles (Figura 4.2). No se observaron diferencias significativas al modificar los

niveles de colesterol en membrana.

Figura 4.2: Criterio de clasificación de trayectorias en móviles e inmóviles. (a) Pro-
yección en 2D de las localizaciones validadas a partir de imágenes STORM, co-
rrespondiente a una región de 5 x 5 µm de una célula CHO-K1/A5 control fijada
qúımicamente y teñida con Texas Red-mAb (ver Materiales y métodos para más
detalles). Cada región brillante corresponde a cúmulos de localizaciones individuales
de nAChRs. La intensidad de la proyección representa una suavización gaussiana de
la densidad local de localizaciones. (b) Trayectorias móviles (trazo rojo) e inmóviles
(trazo negro) de nAChRs resultantes de la aplicación del criterio de Golan y Sher-
man [123] a una situación control. Barra de escala: 500 nm. (c) Porcentajes medios
y error estándar de la media (S.E.M.) del porcentaje de receptores inmóviles para
las células analizadas bajo las distintas condiciones experimentales.
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4.1.2. Análisis de desplazamiento cuadráticos medios (MSD)

Para caracterizar el comportamiento difusional heterogéneo de los nAChRs res-

tantes (móviles), se procedió primero a analizar sus desplazamientos cuadráticos

medios (MSD) (ver sección correspondiente en Materiales y métodos). Estudiar las

curvas de MSD es uno de los criterios más comúnmente utilizados para detectar

desv́ıos de la caminata al azar (movimiento Browniano) en análisis de difusión de

protéınas. Caracterizar este tipo de difusión no azarosa (difusión anómala) es suma-

mente útil, ya que permite comprender los procesos fisiológicos celulares subyacentes

y, en última instancia, comprender cómo se encuentran regulados. Estos procesos que

regulan la difusión lateral de protéınas pueden ser agrupados en dos grandes cate-

goŕıas: Por un lado, aquellos mecanismos relacionados al transporte celular activo

(que utilizan enerǵıa) que dan lugar a una difusión de tipo dirigida o superdifusiva;

por el otro, procesos celulares más complejos, tales como la aglomeración molecular,

el confinamiento, las interacciones protéına-protéına, o las heterogeneidades espa-

ciales, los cuales dan lugar a una difusión anómala de tipo subdifusiva. A partir de

estudiar la dependencia que tiene la curva de MSD con el tiempo de retraso, es

decir, el exponente de anomaĺıa β, es posible identificar estos distintos motivos di-

fusionales a nivel de molécula única. Si el exponente de anomaĺıa resultante es igual

a 1 (dependencia lineal con el tiempo), la trayectoria sigue un movimiento térmico,

al azar (Browniano). En cambio, si el exponente de anomaĺıa es distinto de 1, la

trayectoria sigue un movimiento de tipo anómalo: subdifusivo para el caso de β < 1

y superdifusivo para β > 1.

En la Figura 4.3a se muestran las curvas de MSD de las trayectorias individuales

para condiciones experimentales control. La distribución de exponentes de anomaĺıa

β obtenida muestra una alta heterogeneidad en los motivos difusionales exhibidos

por el receptor: desde valores de 0,3 (marcadamente subdifusivos), pasando por va-

lores cercanos a 1 (caracteŕısticos de movimiento Browniano), hasta tomar valores

cercanos a 1,6 (considerablemente superdifusivos). El exponente de anomaĺıa pro-

medio obtenido fue de 〈β〉 = 0,85 ± 0,23 para células control, lo que indica que

la dinámica del nAChR es mayoritariamente subdifusiva. Por su parte, los
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Figura 4.3: Análisis de desplazamientos cuadráticos medios (MSD) para trayectorias
individuales de nAChRs. (a) Curvas de MSD para trayectorias de nAChRs en célu-
las control, cuya bondad del ajuste por una función lineal en escala logaŕıtmica fue
de R > 0, 9 (curvas azules). (b) Función de distribución acumulada (CDF) norma-
lizada de los exponentes de anomaĺıa correspondientes a las trayectorias mostradas
en la figura (a) (situación control, trazo naranja) y las correspondientes a las con-
diciones con colesterol de membrana modificado (CDx, trajo azul; CDx-Chol, trazo
amarillo). (c) Distribución normalizada de los coeficientes de difusión generalizados
(Kβ), en escala logaŕıtmica, para células control y células con colesterol modificado.
Estad́ıstica: p < 0, 05 (*), p < 0, 01 (**) y p < 0, 0001 (****).

coeficientes de difusión generalizados también tomaron valores variados, abarcando

varios órdenes de magnitud (desde 10−2 hasta 100 µm2s−β), y con un valor promedio

de 〈Kβ〉 = 0,26 ± 0,41 µm2s−β para situación control. Cuando se compararon estos

resultados con los obtenidos al modificar el colesterol de membrana (Figura 4.3b-c),

se halló una presencia mayor de modos más difusivos (〈β〉 = 0,91 ± 0,23, p < 0, 5)

en células con colesterol enriquecido, acompañada por un aumento considerable en

los coeficientes de difusión generalizados (0,43 ± 0,79 µm2s−β, p < 0, 01). En células

donde el colesterol hab́ıa sido depletado no se encontraron cambios significativos en

la dinámica poblacional del receptor.

4.1.3. Clasificación de las trayectorias en subpoblaciones según su capa-

cidad difusiva

A continuación, se procedió a realizar un análisis más detallado de la heteroge-

neidad observada en la difusión lateral del receptor en la membrana. Para ello, se

definió un criterio de clasificación de las trayectorias individuales basado en el expo-

nente de anomaĺıa. Las trayectorias fueron agrupadas en 3 subpoblaciones difusivas
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diferentes: Subdifusiva (SB; para β ≤ 0, 9), Browniana (B; para 0, 9 < β ≤ 1, 1)

y Superdifusiva (SP; para β > 1, 1). Debido a la gran proporción de trayectorias

subdifusivas y al amplio rango de exponentes hallados, se decidió dividir, a su vez,

la subpoblación SB en 3 subgrupos: Subdifusiva I (SB I; para β ≤ 0, 5), Subdifusiva

II (SB II; para 0, 5 < β ≤ 0, 7) y Subdifusiva III (0, 7 < β ≤ 0, 9) (ver Tabla 4.1 y

Figura 4.4). Las trayectorias que no superaron una bondad de 0,9 en el ajuste de

su curva de MSD (∼ 4-14 % del total) fueron separadas en una sexta subpoblación,

denominada “Difusión Desconocida” (o DD). La naturaleza de esta subpoblación

no puede ser analizada por medio del modelo propuesto para las curvas de MSD

y, por lo tanto, son excluidas de esta sección. Los exponentes de anomaĺıa de las 5

subpoblaciones analizadas dieron valores medios de: 0,45 ± 0,05 (SB I), 0,61 ± 0,05

(SB II), 0,80 ± 0,06 (SB III), 1,00 ± 0,06 (B), y 1,23 ± 0,12 (SP) (Figura 4.5 a).

Por su parte, los coeficientes de difusión generalizados tuvieron valores medios de:

0.029 ± 0.016 µm2s−β (SB I), 0.059 ± 0.029 µm2s−β (SB II), 0.14 ± 0.07 µm2s−β

(SB III), 0.35 ± 0.26 µm2s−β (B), y 0.81 ± 0.81 µm2s−β (SP) (Figura 4.5 b). Se ob-

servaron diferencias estad́ısticamente significativas entre los coeficientes

de difusión generalizados de las distintas subpoblaciones difusivas.

Cuando se compararon los resultados obtenidos para la situación control con los

correspondientes a la situación de enriquecimiento de colesterol en membra-

na, se observó un aumento significativo en la proporción de trayectorias

que exhib́ıan una modalidad SP (de ∼3 % a ∼10 %, p = 0,042; ver Tabla 4.1 y

Figura 4.6). Este aumento en la proporción de moléculas en estado SP podŕıa expli-

car el aumento en el exponente de anomaĺıa y el coeficiente de difusión generalizado

observado en el estudio poblacional bajo las mismas condiciones experimentales.

En resumen, un elevado porcentaje de los nAChRs se encuentran completamente

inmóviles en la membrana celular de las células CHO-K1/A5 (∼ 50 %). La población

móvil restante, por su parte, exhibe un comportamiento anómalo subdifusivo. Sin

embargo, a nivel de molécula única, el comportamiento es altamente heterogéneo:

desde trayectorias subdifusivas, Brownianas y, en menor medida, superdifusivas; su-

giriendo que la actividad del nAChR está siendo regulada por variados procesos

fisiológicos que coexisten en la membrana plasmática. Si bien no se observó que la

41



Tesis de Lic. de Alejo Mosqueira 4 RESULTADOS

Tabla 4.1: Porcentaje de las trayectorias en cada una de las subpoblaciones definidas
a través del criterio de separación según rangos de exponentes de anomaĺıa β* en
condiciones control y bajo condiciones de modificación del colesterol de membrana**

Tratamiento Subdifusiva I Subdifusiva II Subdifusiva III Browniana Superdifusiva

Porcentaje de trayectorias (media ± D.E.)
CDx 10,75 ± 7,64 27,7 ± 8,71 31,04 ± 10,15 12,80 ± 9,74 3,24 ± 3,51
Control 8,63 ± 5,90 31,91 ± 11,65 30,08 ± 15,99 22,39 ± 13,76 3,08 ± 4,03
CDx-Chol 5,67 ± 8,41 25,79 ± 18,66 33,39 ± 9,84 20,34 ± 10,35 10,07 ± 8,27

*Los grupos se encuentran ordenadas desde el menos difusivo (izquierda) hacia el más
difusivo (derecha). Los grupos resultantes de la clasificación de trayectorias basada en
la modalidad difusional fueron los siguientes: Subdifusivo I (β ≤ 0, 5), Subdifusivo II
(0, 5 < β ≤ 0, 7), Subdifusivo III (0, 7 < β ≤ 0, 9), movimiento Browniano (0, 9 < β ≤ 1, 1),
y Superdifusivo (β > 1, 1). Diferencias estad́ısticamente significativas fueron observadas
entre las condiciones control y enriquecimiento de colesterol para la población Superdi-
fusiva (p = 0,042). **Trayectorias que no satisficieron la condición de bondad del ajuste
de 0,9 (“Difusión Desconocida”) no se incluyeron en la tabla. Estas representaron una
proporción variable de alrededor del 4-14 %.

reducción de los niveles de colesterol tengan un efecto considerable en la difusión

del receptor a nivel poblacional, el aumento de colesterol en membrana produzco

un desplazamiento del comportamiento poblacional a modalidades más difusivas,

lo cual se vio reflejado en un aumento del exponente de anomaĺıa, del coeficiente

de difusión generalizado y en la mayor proporción de trayectorias superdifusivas

observadas bajo esta condición experimental.

4.1.4. Hipótesis de ergodicidad

Una propiedad muy importante en la mecánica estad́ıstica es la ergodicidad. La

hipótesis de ergodicidad asume que los promedios temporales de una cantidad es-

tad́ıstica son equivalentes a los promedios sobre el ensamble estad́ıstico (conjunto de

copias del sistema) en el ĺımite de tiempo de medición infinito. En otras palabras,

si queremos describir un sistema a través de los promedios de ciertas cantidades

estad́ısticas como, por ejemplo, el exponente de anomaĺıa o el coeficiente de difusión

generalizado, presupondŕıa lo mismo calcularlas a través de un promedio tempo-

ral sobre una única molécula lo suficientemente larga o calcularlas a través de un

promedio espacial sobre muchas moléculas (“copias”) en un momento determina-

do. Dependiendo de las condiciones experimentales, entonces, es posible estudiar las

propiedades estad́ısticas de un sistema ergódico a través de promedios temporales
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Figura 4.4: Trayectorias de nAChRs individuales para situación control, clasificadas
en subpoblaciones difusionales según el exponente de anomaĺıa. ROI de 10 µm x 10
µm representativo de un experimento de STORM en célula CHO-K1/A5 viva teñida
con AlexaFluor555-BTX. Se muestran las trayectorias de moléculas únicas coloreadas
según la subpoblación a la que pertenecen: Subdifusiva I (SB I, azul), Subdifusiva II
(SB II, celeste), Subdifusiva III (SB III, verde), Browniana (B, amarillo) y Superdi-
fusiva (SP, naranja). Las curvas grises corresponden a las trayectorias previamente
clasificadas como inmóviles, según el criterio recientemente propuesto por Golan y
Sherman [123]. Barra de escala: 1µm.

(si se tienen pocas copias, pero son lo suficientemente largas) o de promedios sobre

el ensamble (si se tienen muchas copias, pero no lo suficientemente largas). Ambas

estrategias serán equivalentes e igualmente correctas. Sin embargo, esto no siempre

sucede. Muchos sistemas biológicos violan la hipótesis de ergodicidad, por lo general

debido a la presencia de inmovilizaciones transitorias o heterogeneidades espacia-

les [108, 110, 133–137]. En estos casos, los promedios temporales se convierten en

variables aleatorias y la equivalencia anteriormente enunciada pierde su validez, en

violación al teorema central del ĺımite [138]. La pregunta lógica que surge entonces

es: ¿Cumple nuestro sistema la hipótesis de ergodicidad? Y en caso de que no lo ha-

ga: ¿Son representativas de las propiedades del sistema las cantidades calculadas con
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Figura 4.5: Resultados cuantitativos del análisis de MSD de los nAChRs separados en
subpoblaciones difusionales, para situación control. (a) Promedio y desv́ıo estándar
(σ) de las curvas de MSD de las trayectorias pertenecientes a cada subpoblación
difusiva. (b) Mediante el ajuste lineal de cada curva de MSD en escala logaŕıtmica, se
obtuvo el exponente de anomaĺıa (β) y el coeficiente de difusión generalizado (Kβ) de
cada trayectoria (ver Materiales y métodos). En el gráfico se muestran los diagramas
de caja de los Kβ para los nAChRs divididos en las subpoblaciones difusivas. Los
“bigotes” del diagrama de caja corresponde a los intervalos de confianza al 95 %;
los ĺımites de la caja indican el intervalo de confianza al 75 %; el śımbolo – negro
indica la media y la ĺınea horizontal coloreada indica la mediana. Los puntos afuera
de los intervalos de confianza se denominan at́ıpicos. p-valores: p < 0, 001 (***) y
p < 0, 0001 (****).

anterioridad a través de los promedios temporales? ¿Cuál seŕıa el promedio indicado

para describir un sistema que viola la hipótesis de ergodicidad? Lo recientemente

expuesto junto al alto rango de valores obtenidos en el cálculo de las distintas can-

tidades estad́ısticas calculadas en este caṕıtulo (a través de promedios temporales)

nos obliga a evaluar la hipótesis de ergodicidad en nuestro sistema.

Tradicionalmente, la presencia de una ruptura de ergodicidad débil (WEB: weak

ergodicity breaking) se testea comparando las curvas de TA MSD y EA MSD. Si el

sistema es ergódico, la teoŕıa predice que el TA MSD debeŕıa converger al EA MSD

y los parámetros estimados por los dos promedios debeŕıan ser iguales. Sin embargo,
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Figura 4.6: Análisis de MSD de los nAChRs separadas en subpoblaciones difusiona-
les, para situación control y con modificaciones de colesterol de membrana. Arriba,
promedio de las curvas de MSD correspondientes a trayectorias de nAChRs, sepa-
radas en subpoblaciones difusivas según su exponente de anomaĺıa β. Cada color
representa a una subpoblación difusiva diferente. Abajo, diagramas de cajas de los
coeficientes de difusión generalizados, Kβ, para las trayectorias correspondientes a
cada una de las subpoblaciones difusivas, ordenadas según exponente de anomaĺıa β
creciente. Los “bigotes” del diagrama corresponde al intervalo de confianza al 95 %;
los ĺımites de la caja indican el intervalo de confianza al 75 %; el śımbolo – negro
indica la media y la ĺınea horizontal coloreada indica la mediana. Los puntos afuera
de los intervalos de confianza son valores at́ıpicos.

como toda medición experimental conlleva un cierto nivel de error, los valores teóri-

cos y las estimaciones emṕıricas necesariamente van a diferir. Cuánto difieran estos

valores depende de condiciones experimentales como p.ej. el tamaño de la muestra.

Por ello, al comparar las curvas de TA MSD y EA MSD, es importante conside-

rar una medida de la precisión de las estimaciones (p.ej., incluyendo intervalos de

confianza). De lo contrario, un proceso puede ser falsamente clasificado como no

ergódico debido a limitaciones experimentales dadas por el tamaño de la muestra.

En el presente trabajo se compararon las curvas del EA TA MSD (el promedio de
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ensamble del TA MSD) y del EA MSD junto a su intervalo de confianza al 95 %, tal

como se describe en ref. [139]. En nuestro sistema puede observarse una leve dife-

rencia entre ambas curvas (Figure 4.7), lo que podŕıa sugerir presencia de WEB.

Sin embargo, ambas curvas convergen a tiempos de retraso más grandes para todas

las condiciones experimentales, lo cual, sumado a la complejidad de la membrana

celular y las limitaciones estad́ısticas del tamaño de la muestra, hacen necesario

realizar estudios adicionales para confirmar la naturaleza aparentemente

no ergódica del sistema. Dichos estudios serán introducidos y discutidos en el

caṕıtulo siguiente.

Figura 4.7: Testeo de la hipótesis de ergodicidad. Se muestra el promedio del en-
samble del MSD (EA MSD, trazos coloreados), junto al intervalo de confianza (IC)
al 95 % (sombras coloreadas) calculado de forma teórica como en Janczura y We-
ron [139], para células control y para aquellas con niveles de colesterol reducidos
(CDx) o enriquecido (CDx-Chol). Además, se calculó el promedio del ensamble del
TA MSD (EA TA MSD, trazos rojos) para testear la hipótesis de ergodicidad. Se
observa una leve diferencia entre las curvas obtenidas por ambos promedios, bajo
todas las condiciones experimentales, lo que sugiere la posibilidad de que exista una
ruptura de ergodicidad débil (WEB). Los trazos grises corresponden a las curvas de
MSD individuales para moléculas únicas de nAChRs.
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4.2. Parte II: Modelado biof́ısico de la dinámica del nAChR

En el caṕıtulo anterior se demostró mediante varios enfoques de análisis poblacio-

nal que los receptores móviles exhiben un comportamiento altamente heterogéneo,

con modalidades subdifusivas, Brownianas y superdifusivas. Además, se observó que

ciertas variables estad́ısticas relacionadas a su movimiento (como el coeficiente de

difusión generalizado y el exponente de anomaĺıa) exhiben distribuciones amplias,

extendidas por varios órdenes de magnitud, lo que podŕıa sugerir la presencia de

una ruptura débil de ergodicidad (WEB). Cuando se testeó dicha hipótesis, se vio

que los promedios espaciales y temporales difeŕıan levemente a tiempos cortos, pero

converǵıan a tiempos largos, por lo que los resultados sobre ergodicidad del sistema

no fueron concluyentes. Para estudiar más detalladamente este problema y poder

concluir qué tipo de comportamiento exhibe el nAChR, en el presente caṕıtulo se

analiza el comportamiento de la movilidad del nAChR a nivel de molécula única y

se testean los datos experimentales contrastándolos con distintos modelos biof́ısicos

(tanto ergódicos como no ergódicos) caracteŕısticos de distintas modalidades de di-

fusión de protéınas en membranas biológicas. Por último, se interpreta la adecuación

de los modelos más plausibles en el marco de los procesos fisiológicos subyacentes

que podŕıan regular la movilidad traslacional del nAChR en la membrana celular.

4.2.1. Caminata aleatoria de tiempo continuo (CTRW)

A la fecha, varios modelos biof́ısicos han sido propuestos para intentar describir

diferentes propiedades observadas en la traslación lateral de protéınas de membrana,

como es el caso de la difusión anómala (no Browniana) y la ruptura de ergodicidad

débil (WEB). El modelo biof́ısico de difusión anómala no ergódica por excelencia

es la caminata aleatoria de tiempo continuo (CTRW). Este modelo consiste en una

caminata al azar con inmovilizaciones transitorias, cuyos tiempos de permanencia

poseen una distribución de probabilidad que escala como ∼ t−(β+1). Si β ≤ 1, el

tiempo medio de permanencia diverge y la ventana temporal experimental (el tiempo

promedio de registro o largo promedio de las trayectorias) no puede alcanzar el

tiempo caracteŕıstico del sistema, dando lugar a WEB.
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Una forma de analizar si los datos experimentales pueden ser explicados por este

modelo (por ende, confirmar la existencia de WEB) es analizar la distribución de

tiempos de escape, es decir, los intervalos durante los cuales las trayectorias perma-

necen dentro de un área con un dado radio RUM (radio de escape) (ver Materiales

y métodos). Si la dinámica de las trayectorias a largo plazo se encuentra dominada

por eventos de inmovilización, el tiempo que les tome escapar de un área con un

dado radio va a estar mayormente determinado por la duración promedio de dichas

inmovilizaciones y no por el tamaño de dicha área. Es decir, la distribución de los

tiempos de espera no dependeŕıa del radio. En cambio, si se observa una dependencia

entre los tiempos y los radios de escape, se concluye que la dinámica del receptor a

largo plazo no está dominada por la inmovilización y el modelo CTRW queda des-

cartado. Al cuantificarse la duración de los eventos en los cuales las trayectorias de

moléculas únicas permanecen dentro de áreas de radios crecientes RUM [108,110], la

distribución de tiempos de espera mostró una clara dependencia con radios de escape

de entre ∼ 20 a 250 nm (Figura 4.8). Más aún, cuando analizamos la dependencia

de los tiempos de espera con los radios de escape para las células con niveles de

colesterol modificados, se encontraron resultados similares, los cuales no se ajustan

a lo predicho por el modelo de CTRW. Estos resultados sugieren fuertemente que

la dinámica traslacional del receptor de acetilcolina en la membrana de

las CHO-K1/A5 no puede ser explicada por el modelo CTRW y que el

proceso de difusión seŕıa, en realidad, de tipo ergódico.

¿Cómo puede un sistema mostrar signos de ergodicidad y no ergodicidad al mismo

tiempo? Una posible explicación reside en lo propuesto recientemente por Grebenkov

[140]. Grebenkov analiza un modelo de difusión intermitente entre dos estados con

coeficientes de difusión D1 y D2, tasas de cambio k12 y k21, y tiempos de residencia

promedio en cada estado 1/k12 y 1/k21. Si ambos tiempos de residencia promedio

son pequeños en relación con la duración promedio de las trayectorias, las moléculas

cambian de estado lo suficientemente rápido como para llegar a explorarlos por

completo. De esta forma, cada molécula llevará suficiente información de los estados

accesibles por el sistema, y, por lo tanto, la hipótesis de ergodicidad se satisface. En

cambio, si los tiempos de residencia en cada estado son comparables o mayores a
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Figura 4.8: Análisis de tiempos de escape: Testeo del modelo de CTRW. Función
de distribución acumulada (FDA) normalizada de los tiempos de escape obtenidos
para radios umbral crecientes, desde ∼ 22 nm hasta ∼ 253 nm. El código de co-
lores correspondiente se muestra en la leyenda. Se puede observar claramente la
dependencia de la distribución con el radio umbral para todas las condiciones expe-
rimentales (Control, CDx: depleción de colesterol, y CDx-Chol: enriquecimiento de
colesterol), indicando que los resultados observados en nuestro sistema no se ajustan
a las predicciones del modelo CTRW.

la duración promedio de las trayectorias, una fracción importante de las moléculas

llevará información de un sólo estado y, por lo tanto, no será representativa de la

dinámica de la población. En dicho caso, las curvas de TA MSD exhibirán una

distribución amplia y el parámetro de ergodicidad tomará valores aleatoriamente

grandes, sugiriendo la presencia de WEB. Sin embargo, como el modelo de difusión

intermitente entre dos estados es un modelo ergódico, se dice que esta ruptura de

ergodicidad es aparente, debido a tiempos de medición insuficientes (en comparación

a los tiempos caracteŕısticos del sistema). La pregunta que cabe hacerse es, entonces,

si las propiedades difusivas aparentemente contradictorias exhibidas por el nAChR

pueden ser explicadas por este modelo de difusión intermitente. Esta hipótesis y

distintos modelos biof́ısicos serán puestos a prueba en las secciones siguientes.

4.2.2. Análisis de recurrencia

Por simple inspección ocular de las trayectorias individuales del receptor (Figu-

ra 4.4), se puede observar que la dinámica del nAChR se encuentra caracterizada

por eventos de confinamiento. En muchos casos, además, el confinamiento pareciera
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extenderse a lo largo de toda la trayectoria. Es posible, entonces, que la aparente

contradicción exhibida por la dinámica del receptor pudiese ser explicada por un

modelo de intercambio intermitente entre dos estados, uno de ellos de tipo difu-

sión confinada y con tiempos de residencia comparables a los tiempos caracteŕısticos

del sistema (trayectoria promedio). Para evaluar esta hipótesis, se aplicó un análi-

sis desarrollado recientemente [126] que permite analizar trayectorias de moléculas

únicas paso por paso en busca de recurrencia en los desplazamientos (ver Materia-

les y métodos). Tales interrupciones en los desplazamientos obedeceŕıan a estancias

transitorias en regiones de la membrana celular que la molécula visita recurrente-

mente (lo que los autores denominan estancias de confinamiento). En particular, el

análisis es capaz de hallar dichas regiones (zonas de confinamiento) y caracterizar

tanto su duración como su tamaño. Al analizar nuestros datos experimentales se vio

que prácticamente todas las trayectorias de los nAChRs se confinan en

áreas nanométricas por un determinado peŕıodo (Figura 4.9a). La distribu-

ción de tiempos de residencia resultó tener una cola exponencial, con un tiempo de

decaimiento caracteŕıstico de 171 ± 9 ms (Figura 4.9b). Las áreas cubiertas por las

estancias de confinamiento tuvieron tamaños promedio de 4659 ± 3372 nm2 (Figu-

ra 4.9c), equivalente a un área con radio promedio de 36 ± 13 nm. El porcentaje

promedio en el que una trayectoria explora el estado confinado resultó ser de 33 ±

22 % (Figura 4.9d).

Cuando se analizaron los efectos producidos por disminución inducida del co-

lesterol en la membrana, se observaron cambios significativos tanto en los tiempos

caracteŕısticos (257 ± 9 ms) como en los tamaños (3833 ± 3601 nm2 de área o radios

promedios de 32 ± 13 nm) de las regiones en los que una molécula se confina, indican-

do que dichas regiones son fuertemente dependientes del colesterol (Figura 4.9b,c).

Si bien se observa una tendencia opuesta para las células que fueron enriquecidas con

colesterol exógeno (disminución del tiempo caracteŕıstico de residencia, a 135 ± 5

ms), dicha diferencia no fue estad́ısticamente significativa. Coincidente con lo obser-

vado en los tiempos caracteŕısticos de confinamiento, los porcentajes promedios en

los que las trayectorias únicas se confinan también mostraron una tendencia lineal

e inversamente proporcional entre los niveles de colesterol en membrana
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y el grado de confinamiento: a menor nivel de colesterol, mayor estan-

cias de confinamiento; a mayor nivel de colesterol, mayor estancias de

confinamiento (Figura 4.9d).

Por otra parte, cuando se repitió el análisis de recurrencia por separado a las

trayectorias pertenecientes a cada subpoblación difusional (SB I, II, III, B y SD), se

observó que esencialmente todas las trayectorias, independientemente de

su modalidad difusional, exhiben un comportamiento de difusión inter-

mitente entre porciones de difusión libre (no confinada) y porciones en

donde la molécula se confina por distintos intervalos de tiempo dentro de

zonas nanométricas (Figura 4.10a). Sorpresivamente, la subpoblación con tiem-

pos caracteŕısticos más cortos resultó ser la SB I, seguida de la SB II, luego de la SB

III, de la B y finalmente la SP (Figura 4.10b y Tabla 4.2), coincidente con el orden

de cada subpoblación según el exponente de anomaĺıa. Más aún, cuando se calculó

el porcentaje promedio que cada trayectoria pasa en el estado confinado, separándo-

las en las distintas subpoblaciones, se halló, nuevamente, que el orden resultante

coindice con el orden de menor a mayor motivo difusional (a mayor tiempo de

confinamiento promedio, menor difusión resultante; Figura 4.10c). Esto su-

giere que existe una fuerte correlación entre el tiempo que el receptor pasa

en el estado confinado y el motivo difusional resultante del análisis de

MSD. Resultados similares se observaron para las condiciones experimentales con

niveles modificados de colesterol de membrana.

4.2.3. Análisis de segmentación de trayectorias basado en tiempos de

escape

Motivado por lo encontrado por el análisis de recurrencia, se procedió a estudiar

de forma complementaria e independiente los cambios de estados difusivos en tra-

yectorias de part́ıculas únicas. Para esto, se utilizó un algoritmo de segmentación de

trayectorias únicas recientemente desarrollado en el grupo de la codirectora de este

trabajo [127], el cual permite determinar segmentos de las trayectorias en donde la

molécula se mantiene confinada. A diferencia del análisis de recurrencia que evalúa

el número de visitas dentro de una región determinada, el algoritmo aqúı utilizado
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Figura 4.9: Análisis de recurrencia: confinamientos transitorios en nanodominios
dentro de trayectorias individuales. (a) Trayectorias representativas de nAChRs di-
fundiendo en la membrana celular (célula control). En azul se resaltan las estancias
de confinamiento encontradas con el análisis de recurrencia [126]. Barra de escala: 1
µm. (b) Función de distribución acumulada complementaria (o función de supervi-
vencia) de los tiempos de residencia en el estado confinado, para situaciones control
y para modificación de colesterol (CDx: depleción de colesterol; CDx-Chol: enrique-
cimiento de colesterol). Las colas de las curvas fueron ajustadas por una función
de decaimiento exponencial, a partir de la cual se obtuvo el tiempo de decaimiento
caracteŕıstico (τ). (c) Diagramas de caja de las áreas de las porciones de las trayec-
torias en el estado confinado (zonas de confinamiento), obtenidas a partir del ajuste
por superficies eĺıpticas. (d) Diagrama de cajas del porcentaje de pasos en el estado
confinado de las trayectorias de nAChR. Los “bigotes” del diagrama de caja corres-
ponde a los intervalos de confianza al 95 %; los ĺımites de la caja indican el intervalo
de confianza al 75 %; el śımbolo – negro indica la media y la ĺınea horizontal indica
la mediana. Los puntos afuera de los intervalos de confianza se denominan at́ıpicos.
Estad́ıstica: p < 0, 01 (**).
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Figura 4.10: Análisis de recurrencia para las trayectorias separadas según su difusi-
vidad. (a) Trayectorias representativas de los nAChRs pertenecientes a las distintas
subpoblaciones difusionales resultantes de la clasificación según el exponente de ano-
maĺıa: Subdifusiva I (SB I), II (SB II), III (SB III), Browniana (B) y Superdifusiva
(SP) (ver Materiales y métodos). En azul se resaltan las estancias de confinamiento
encontradas con el análisis de recurrencia [126]. Notar la disminución de las estan-
cias de confinamiento desde la subpoblación SB I hasta la SP. Por simplicidad, sólo
se muestran ejemplos de situación control. Ejemplos similares se obtuvieron para
células con depleción o enriquecimiento de colesterol. Barra de escala: 1 µm. (b)
Función de supervivencia de los tiempos de residencia en el estado confinado para
las distintas subpoblaciones difusivas. Se muestran los resultados para situaciones
control y para situaciones de niveles de colesterol modificados (CDx: depleción de
colesterol; CDx-Chol: enriquecimiento de colesterol). Las colas de las curvas fueron
ajustadas por una función de decaimiento exponencial, a partir de la cual se obtuvo
el tiempo de decaimiento caracteŕıstico (τ). (c) Porcentaje de pasos en el estado
confinado para las trayectorias únicas agrupadas en las subploblaciones difusivas de
(a). Los “bigotes” del diagrama de caja corresponde a los intervalos de confianza al
95 %; los ĺımites de la caja indican el intervalo de confianza al 75 %; el śımbolo –
negro indica la media y la ĺınea horizontal coloreada indica la mediana. Los puntos
afuera de los intervalos de confianza se denominan at́ıpicos. p-valores: p < 0, 01 (**),
p < 0, 001 (***) y p < 0, 0001 (****).
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Tabla 4.2: Tiempos caracteŕısticos de las estancias de confinamiento para cada sub-
población, resultante del ajuste por una función de decaimiento exponencial de las
funciones de supervivencia de las estancias de confinamiento.

Subpoblación Subdifusiva I Subdifusiva II Subdifusiva III Browniana Superdifusiva

CDx
Tau (s) 0,361 ± 0,033 0,174 ± 0,009 0,103 ± 0,009 0,073 ± 0,007 0,033 ± 0,013

Control
Tau (s) 0,310 ± 0,022 0,129 ± 0,012 0,116 ± 0,008 0,041 ± 0,003 0,045 ± 0,014

CDx-Chol
Tau (s) 0,097 ± 0,044 0,213 ± 0,012 0,060 ± 0,012 0,044 ± 0,008 0,055 ± 0,008

*Los grupos se encuentran ordenadas desde el menos difusivo (izquierda) hacia el más
difusivo (derecha). Los grupos resultantes de la clasificación de trayectorias basada en
la modalidad difusional fueron los siguientes: Subdifusivo I (β ≤ 0, 5), Subdifusivo II
(0, 5 < β ≤ 0, 7), Subdifusivo III (0, 7 < β ≤ 0, 9), movimiento Browniano (0, 9 < β ≤ 1, 1),
y Superdifusiva (β > 1, 1).

se basa en estudiar los radios de escape, es decir, la probabilidad de que una dada

molécula (el receptor en este caso) logre escapar luego de n pasos de una región

circular de radio R. Luego, a través de un ajuste teórico a los datos experimentales,

es capaz de reconocer segmentos de la trayectoria en donde el receptor permane-

ce confinado (lo que el autor denomina “cúmulos” y aqúı denominados eventos de

confinamiento) (ver Materiales y métodos).

Al igual que se vio con el análisis de recurrencia, prácticamente todos los

nAChRs individuales (∼90 %) se encuentran de forma intermitente con

regiones del espacio en donde se confinan (Figura 4.11). La función de super-

vivencia de los tiempos de confinamiento nuevamente exhibió una cola exponencial

(ver Figura 4.11a), con tiempo caracteŕıstico de 469 ± 24 ms (promedio ± 95 %CI).

Las áreas promedio de las regiones donde el receptor se confina fueron de 4688 ±

3614 nm2 (Figura 4.11b). El tiempo relativo que cada trayectoria pasa en el estado

confinado (porcentaje de trayectoria confinada; Figura 4.11c) fue de aproximada-

mente 37 %, muy similar al hallado por el método de recurrencia. Cuando se com-

pararon estos resultados con los obtenidos en células con menor (CDx) o mayor

(CDx-Chol) contenido de colesterol en membrana, se vio que, en ambos casos, los

tiempos caracteŕısticos aumentaron significativamente (a 693 ± 46 ms y 617 ± 75

ms, respetivamente). El tamaño de dichas zonas, por otra parte, resultó ser directa-
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mente proporcional a los niveles de colesterol en membrana, disminuyendo al quitar

colesterol y aumentando al agregarlo (4384 ± 3869 nm2 para CDx, p < 0, 001; 5226

± 3406 nm2 para CDx-Chol, p < 0, 01). Finalmente, el tiempo relativo que pasa una

molécula en el estado confinado resultó ser levemente mayor en las células tratadas

con CDx (de 37 % a 42 %, p < 0, 05).

Al aplicar el análisis a las trayectorias separadas en subpoblaciones difusivas

según su exponente de anomaĺıa (Figura 4.12), se vio que las estancias de con-

finamiento son una propiedad caracteŕıstica de la difusión lateral del receptor en

membrana, sin importar la modalidad difusiva resultante: está presente en las tra-

yectorias menos móviles, en las brownianas, e incluso en las superdifusivas (Figura

4.12a). Cuando analizamos los tiempos relativos que pasan las trayectorias de cada

subpoblación en el estado confinado, volvimos a encontrar una correlación con la

modalidad difusiva resultante (Figura 4.12b).

Figura 4.11: Análisis de segmentación poblacional. (a) Función acumulada comple-
mentaria (o función de supervivencia) de los tiempos de residencia para situación
control y para cada tratamiento. Observar que las distribuciones tienen una cola ex-
ponencial, de las cuales se obtuvieron los tiempos de confinamiento caracteŕısticos.
Las ĺıneas rojas corresponden al ajuste exponencial de la cola de las distribuciones
(para tiempos mayores a 350 ms). (b) Áreas de confinamiento para situación control
y para los distintos tratamientos (CDx: depleción de colesterol, CDx-Chol: enriqueci-
miento de colesterol). (c) Tiempos relativos de confinamiento (respecto al largo total
de la trayectoria) o porcentaje de pasos confinados, para situación control y para
CDx y CDx-Chol. Los “bigotes” del diagrama de caja corresponde a los intervalos
de confianza al 95 %; los ĺımites de la caja indican el intervalo de confianza al 75 %;
el śımbolo – negro indica la media y la ĺınea horizontal coloreada indica la mediana.
Los puntos afuera de los intervalos de confianza se denominan at́ıpicos. p-valores:
p < 0, 05 (*), p < 0, 01 (**) y p < 0, 001 (***).

De esta forma, se encontró que la dinámica del nAChR puede ser explica-
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Figura 4.12: Análisis de segmentación aplicado a subpoblaciones. (a) Ejemplos re-
presentativos de trayectorias analizadas para situación control, separadas en las dis-
tintas subpoblaciones difusivas y ordenadas según el exponente de anomaĺıa (SB:
subdifusiva, B: browniana, SP: superdifusiva). Los tramos azules muestran los seg-
mentos identificados como confinados. Observar la disminución de la presencia de
tramos confinados a medida que aumenta el exponente de anomaĺıa. (b) Tiempos
relativos de confinamiento (respecto al largo total de la trayectoria) o porcentaje
de pasos confinados, para las distintas subpoblaciones difusivas y para los distintos
tratamientos (CDx: depleción de colesterol, CDx-Chol: enriquecimiento de coleste-
rol). Los “bigotes” del diagrama de caja corresponde a los intervalos de confianza
al 95 %; los ĺımites de la caja indican el intervalo de confianza al 75 %; el śımbolo –
negro indica la media y la ĺınea horizontal indica la mediana. Los puntos afuera de
los intervalos de confianza se denominan at́ıpicos. p-valores: p < 0, 01 (**).

da por el modelo de difusión intermitente entre dos estados, con tiempos

de estancias comparables con el tiempo de medición experimental. La

duración de las estancias de confinamiento es altamente dependiente del

colesterol, sugiriendo que el colesterol está fuertemente relacionado a dichos even-

tos, probablemente a través de balsas liṕıdicas o dominios ĺıquido-ordenados. Todo
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parece indicar, entonces, que la difusión lateral del nAChR en la membrana

celular de células CHO-K1/A5 es un proceso de tipo ergódico, pero que

tiempos de medición insuficientes (en comparación a los tiempos caracteŕısti-

cos del sistema) dan lugar a WEB aparente. Finalmente, la modalidad difusiva

exhibida por las curvas de MSD resultó ser una medición indirecta del

grado de confinamiento a nivel de molécula única. Por lo tanto, la difusión

anómala subdifusiva exhibida por el receptor a nivel poblacional estaŕıa asociada a

eventos de confinamiento transitorios, confirmando que un estudio más exhaustivo

de la dinámica de trayectoria única es capaz de develar propiedades del sistema que

de otra forma permanećıan ocultas.

4.2.4. Análisis de cambios direccionales o ángulos de giro

Para investigar el posible sustrato f́ısico subyacente al comportamiento subdifu-

sivo ergódico del nAChR, se recurrió al análisis de la distribución de los cambios

direccionales o ángulos de giro [129, 130]. Dicho análisis estudia los cambios de di-

rección (en forma de cambios de orientación o ángulos de giro) desplegados por

una molécula cada cierta cantidad de pasos (o tiempo de retraso) a lo largo de

su trayectoria (ver Materiales y métodos). Una de las mayores fortalezas de este

análisis es que permite evaluar si existen correlaciones en el desplazamiento de las

moléculas. Si la distribución de ángulos de giro resulta plana, las moléculas no tienen

ninguna predilección en la dirección de movimiento (es decir, siguen un movimien-

to Browniano) y se dice que los pasos están no correlacionados. En cambio, si la

distribución de ángulos de giro tiene un máximo en 0° o en 180°, significa que las

moléculas tienen una dirección de movimiento privilegiada y que su desplazamiento

está correlacionado. En el caso de que la distribución muestre un máximo en 0°, las

trayectorias tendeŕıan a avanzar hacia adelante (movimiento positivamente correla-

cionado). En el caso de que el máximo se encuentre en 180°, por el contrario, las

trayectorias tendeŕıan a volver entre sus pasos (movimiento negativamente correla-

cionado o anti-correlacionado). Al aplicar el análisis a la población de nAChRs, se

halló que la distribución de la probabilidad de ángulos de giro crećıa gradualmente

desde los 60-90° en adelante hasta alcanzar un máximo en θ = 180° (Figura 4.13)
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para todos los tiempos de retraso y todas las condiciones experimentales, un claro

indicativo de pasos anti-correlacionados. También se observó, bajo condiciones con-

trol y de depleción de colesterol, que dichas distribuciones teńıan una dependencia

temporal: a mayor tiempo de retraso, las distribuciones mostraron una tendencia a

aplanarse (des-correlacionarse). Esta caracteŕıstica sugiere que la dinámica a corto

plazo del nAChR se encontraŕıa gobernada por el confinamiento, pero que a largo

plazo los receptores tendeŕıan a escapar de dichas zonas.

Figura 4.13: Análisis de ángulos de giro. Densidad de probabilidad de los ángulos de
giro para tret crecientes (desde 10 ms a 160 ms, ver código de colores en figura) para
células control y células con los niveles de colesterol modificados (CDx: depleción de
colesterol; CDx-Chol: enriquecimiento de colesterol). La probabilidad de densidad
se encuentra normalizada de tal forma que la integral bajo la curva es igual a uno.

Recientemente, el análisis de ángulos de giro fue empleado para estudiar la corre-

lación en el movimiento de los canales de potasio regulados por voltaje tipo Kv1.4

y Kv2.1 [129]. Krapf y colaboradores observaron que este tipo de canal iónico tam-

bién sigue un movimiento de tipo anti-correlacionado. Para lograr comprender la

naturaleza f́ısica que daba lugar a dicho comportamiento, compararon los resulta-

dos experimentales con los obtenidos por simulaciones numéricas de dos modelos

biof́ısicos ergódicos extensamente testeados, conocidos por dar lugar a dinámica de

tipo subdifusiva con pasos anti-correlacionados: movimiento Browniano fraccional

(fBm) y difusión obstruida (OD) (ver Figura 4.14a). El modelo fBm simula el mo-

vimiento de part́ıculas en un fluido viscoelástico, en el cual una fuerza restitutiva

lleva a las part́ıculas a volver entre sus pasos. El modelo OD, por su parte, simula el

movimiento de part́ıculas en un medio con presencia de obstáculos inmóviles o casi
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inmóviles, los cuales dificultan y obstruyen el movimiento. Aunque las distribuciones

de los ángulos muestran un máximo en 180° para ambos modelos, en el primero se

alcanza una meseta, en contraste con los resultados experimentales obtenidos en el

presente trabajo. Estos resultados indican que la dinámica del nAChR se explica

mejor mediante el modelo de OD.

Figura 4.14: Simulaciones numéricas de modelos ergódicos con pasos anticorrelacio-
nados. (a) Izquierda, función densidad de probabilidad (PDF) de los ángulos de giro
para simulaciones numéricas de movimiento Browniano fraccional (fBm) para 2 ex-
ponentes de Hurst diferentes. Observar que la distribución alcanza rápidamente una
meseta. Derecha, PDF de los ángulos de giro para simulaciones numéricas de mo-
vimiento de tipo percolación (difusión obstruida con alto porcentaje de obstáculos)
para 2 densidades de obstáculos c. Observar que la distribución crece indefinida-
mente. (b) Simulaciones numéricas del modelo de tipo de vallas permeables (un tipo
de modelo de difusión obstruida). En rojo se muestra una trayectoria de molécula
única, la cual queda atrapada en una celda de la red y tiene una cierta probabilidad
de permear a través de una valla hacia una celda vecina. Dicha probabilidad está
relacionada a la concentración de obstáculos que se quiere simular (a mayor concen-
tración de obstáculos, menor probabilidad de permear). (c) PDF de los ángulos de
giro obtenidos para 1000 trayectorias de 10.000 pasos cada una, difundiendo dentro
de la valla permeable, con probabilidad de permear de 5 %, para distintos tiempos de
retraso (∆). Observar la dependencia de la distribución con el tiempo de retraso. Las
imágenes fueron extráıdas y editadas del trabajo de Sadegh y colaboradores [129].
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Dos propiedades adicionales pueden ser obtenidas mediante la inspección de las

distribuciones de ángulos de giro. En primer lugar, comparando las pendientes con

las obtenidas con las simulaciones de OD con una concentración de obstáculos cre-

ciente (Figura 4.14a), se puede inferir que la difusión del nAChR se encuentra obs-

taculizada por una concentración alta de part́ıculas inmóviles. En segundo lugar,

la dependencia de la distribución de ángulos de giro con el tiempo de retraso (la

diferencia estad́ıstica entre las distribuciones para tiempos de retraso tlag de 0,01 s

y 0,50 s fue de p < 10−15 para situación control) es caracteŕıstica de difusión de tipo

anti-correlacionada en una estructura con un tamaño caracteŕıstico, lo cual nos lleva

a descartar la posibilidad de que se encuentren involucradas estructuras fractales. Un

comportamiento similar fue observado previamente en simulaciones de caminatas al

azar en un modelo de vallas permeables [129], es decir, caminatas al azar dentro de

una malla con baja probabilidad de permeación (ver Figura 4.14b,c). En resumen,

los resultados obtenidos se ajustan al modelo de receptores difundiendo

en una estructura con un tamaño caracteŕıstico, determinada por una

alta concentración de obstáculos. No se encontraron cambios significativos en

las distribuciones de las curvas de ángulos de giro para los tratamientos.

A continuación, se repitió el análisis de ángulos de giro, pero esta vez para las

distintas subpoblaciones difusionales resultantes de la clasificación por exponente de

anomaĺıa (SB I, II, III, B y SP) (Figura 4.15). Tal como era de esperarse, la sub-

población Browniana (B), si bien mostró una distribución angular levemente anti-

correlacionada a tiempos pequeños, rápidamente tendió a una distribución plana

caracteŕıstica de la caminata al azar (pasos des-correlacionados). La subpoblación

superdifusiva (SP) mostró una distribución angular levemente anti-correlacionada

a pequeños tiempos, pero tendió rápidamente a una distribución altamente corre-

lacionada con un máximo en θ = 0° para tiempos más largos (> 40 ms), lo cual

significa que la dinámica a largo plazo está gobernada por un movimiento que tien-

de a avanzar sobre sus pasos (caracteŕıstico de movimientos superdifusivos). Las

tres subpoblaciones subdifusivas (SB I, II y III) mostraron una distribución cre-

ciente desde 60-90° en adelante, hasta alcanzar un pico en θ = 180°, caracteŕıstico

de movimiento anti-correlacionado. Sorpresivamente, la pendiente de la distribución
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resultó ser paulatinamente decreciente desde la subpoblación menos difusiva (SB I)

a la más difusiva (SB III), es decir, tendiendo a des-correlacionarse a medida que

nos acercamos a la subpoblación Browniana. La “fuerza” de la anti-correlación

en el desplazamiento de los receptores, entonces, resulta ser inversamente

proporcional al grado de subdifusión: a mayor anti-correlación, menor di-

fusividad resultante. Resultados similares se encontraron en las células con niveles

de colesterol disminuidos (CDx) y aumentados (CDx-Chol) en Figura 4.15.

Figura 4.15: Análisis de ángulos de giro para las trayectorias separadas según su
difusividad. Función de densidad de probabilidad de los ángulos de giro para cada
subpoblación difusiva: Subdifusiva I (SB I), II (SB II), III (SB III), Browniana (B) y
Superdifusiva (SP). Se muestran distribuciones de ángulos de giro correspondientes a
tiempos de retraso crecientes, partiendo de 10 ms hasta 160 ms (ver código de colores
en la esquina superior izquierda), para situación control y para los tratamientos
(CDx: depleción de colesterol; CDx-Chol: enriquecimiento de colesterol).

En el modelo de OD (el modelo que mejor explica el comportamiento observa-

do para el nAChR), la pendiente de la curva está relacionada con la concentración

de obstáculos en el medio. Cuanto mayor pendiente (mayor anti-correlación), ma-

yor concentración de obstáculos. Una posible interpretación seŕıa entonces que el

aumento en la anti-correlación observado en las subpoblaciones menos difusivas es

debido a que dichas moléculas se encuentran con regiones con mayor concentración

de obstáculos. Sin embargo, hay que ser cautos a la hora de interpretar estos resul-
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tados. Distribuciones similares podŕıan esperarse si, por ejemplo, dichas moléculas

se encontraran más frecuentemente o pasaran más tiempo dentro de regiones con

concentraciones de obstáculos similares. En ese caso, la pendiente de la distribu-

ción de ángulos de giro no estaŕıa dada por la concentración de obstáculos sino, en

cambio, por una cuestión meramente estad́ıstica, resultante del promedio entre los

pasos anti-correlacionados y los des-correlacionados: a mayor cantidad de pasos anti-

correlacionados presentes en las trayectorias, mayor contribución de estos pasos a los

promedios y, por ende, mayor anti-correlación resultante en la distribución angular.

Esta segunda hipótesis tiene sustento en lo observado anteriormente para el análisis

de recurrencia de las subpoblaciones, donde se vio una correlación importante entre

el tiempo que los receptores individuales pasan en un estado confinado y el motivo

difusional resultante al aplicar un análisis de MSD (Figura 4.10 y Figura 4.12). Es

decir, para la subpoblación SB I, que tiene más pasos en estado confinado, es sen-

sato esperar que el promedio entre los pasos libres y los confinados resulte en una

distribución de ángulos más inclinada hacia el perfil confinado (más anti-correlación

o pendiente más abrupta). La progresiva disminución de pasos confinados observada

para las subpoblaciones SB II y III y, por ende, la menor contribución del confi-

namiento en los promedios, explicaŕıan la cáıda paulatina en la pendiente de las

distribuciones angulares correspondientes. Este interrogante será respondido en la

siguiente sección.

4.2.5. Pasos anti-correlacionados y estancias de confinamiento

Como hemos visto, a partir del análisis de las curvas de MSD y de ángulos

de giro, se halló que la dinámica del receptor de acetilcolina muestra un compor-

tamiento ergódico y mayoritariamente subdifusivo, caracterizado por pasos anti-

correlacionados que se ajustan al modelo de difusión obstruida en una estructura

con una escala de tamaño caracteŕıstico (no fractal) y alta densidad de obstáculos.

Además, a través del análisis de recurrencia y de segmentación de trayectorias, se

encontró que el comportamiento individual del receptor está gobernado por estancias

de confinamiento transitorio dentro de zonas nanométricas con una escala espacial

bien definida. Es lógico pensar, entonces, que las zonas de confinamiento nanométri-
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cas halladas sean, en realidad, la estructura no fractal predicha por el análisis de

ángulos de giro. Tanto la “fuerza” de la anti-correlación como el porcentaje de pasos

confinados exhibieron un comportamiento completamente análogo: a mayor tiempo

en el estado confinado o a mayor anti-correlación, menor difusión (exponente de

anomaĺıa) resultante del análisis de MSD, apoyando la hipótesis de que ambos tipos

de aproximaciones anaĺıticas convergen, revelando de manera complementaria las

propiedades del mismo fenómeno.

Sacando ventaja de la capacidad de seccionar las trayectorias individuales en re-

giones libres y confinadas, se procedió a testear dicha hipótesis mediante el estudio

de la distribución de ángulos de giro, pero esta vez estudiando ambos estados difu-

sionales (libre y confinado) por separado (Figura 4.16). Se encontró que en las zonas

de confinamiento el receptor muestra desplazamientos anti-correlacionados (máximo

en θ = 180°). En cambio, las porciones libres muestran un comportamiento diferen-

te: pasos des-correlacionados a tiempos cortos (distribución plana, correspondiente

a un movimiento Browniano) y positivamente correlacionados a tiempos largos (con

un máximo en θ = 0°, correspondiente a un movimiento que tiende a avanzar entre

sus pasos). Estos resultados verifican la hipótesis de que la estructura no frac-

tal observada en el análisis de ángulos de giro, con alta concentración de

obstáculos, que obliga a los receptores a volver entre sus pasos, no es ni

más ni menos que el conjunto de zonas de confinamiento. Es decir, zonas de

la membrana con radios promedio de 36nm en donde se aglomera una gran cantidad

de obstáculos, los cuales dificultan la libre difusión del receptor en la membrana y

lo confinan por un determinado peŕıodo de tiempo.

Al repetir el análisis de ángulos de giro para las porciones confinadas de las sub-

poblaciones SB I, II y III (Figura 4.17), se observó que todas las trayectorias se

encuentran con zonas de confinamiento con concentraciones de obstáculos

similares (igual pendiente). Es decir, las diferencias en las pendientes observadas

para las distribuciones de ángulos de giro pertenecientes a distintas subpoblacio-

nes subdifusivas (Figura 4.15) no estaŕıan dadas por diferencias significativas en la

concentración de obstáculos en las zonas que atraviesan sino a estancias de confina-

miento más prolongadas. Este resultando está en concordancia con lo hallado por
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Figura 4.16: Análisis de ángulos de giro para las porciones libres y confinadas de
trayectorias únicas. (a) Función de densidad de probabilidad de los ángulos de giro
para las porciones confinadas (arriba) y libres (abajo) de trayectorias únicas de
nAChR. Distribuciones de ángulos de giro correspondientes a tiempos de retraso
crecientes se encuentran indicadas por el código de colores, partiendo de 10 ms
(azul) hasta 160 ms (verde). Se muestran los resultados para situación control y
para los tratamientos (CDx: depleción de colesterol; CDx-Chol: enriquecimiento de
colesterol). Notar que la anti-correlación sólo se observa en las porciones confinadas
de las trayectorias.

los análisis de recurrencia y de segmentación (Figura 4.9, Figura 4.10 y Figura 4.12)

y responde la pregunta que motivó esta sección. Más aún, los mismos resultados se

hallaron para las distintas condiciones experimentales (CDx y CDx-Chol), lo cual

indicaŕıa que el colesterol no afectaŕıa la concentración de obstáculos en el

medio, pero śı regulaŕıa el tamaño de las zonas de permanencia, aśı como

el tiempo de las estancias en las zonas donde el receptor se confina.

4.2.6. Análisis de acúmulos (clusters) del nAChR

El objetivo final del presente trabajo es intentar comprender el sustrato f́ısico

detrás del alto nivel de confinamiento observado en la dinámica individual del re-

ceptor. En estudios previos realizados en el laboratorio se ha observado un alto nivel

de auto-agregación del nAChR en d́ımeros, tŕımeros y en compuesto oligoméricos

más complejos [113, 114, 141]. Más aún, se ha visto que el receptor tiene prefe-
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Figura 4.17: Análisis de ángulos de giro para las porciones confinadas de trayectorias
únicas, agrupadas según su difusividad. Función de densidad de probabilidad de los
ángulos de giro para las porciones confinadas de las trayectorias correspondientes
a las subpoblaciones Subdifusiva I (SB I), II (SB II) y III (SB III). Distribuciones
de ángulos de giro correspondientes a tiempos de retraso crecientes se encuentran
indicadas por el código de colores, partiendo de 10 ms (azul) hasta 160 ms (verde).

rencia por las zonas de membrana celular denominadas balsas liṕıdicas o regiones

ĺıquido-ordenadas (Lo) [142], zonas en las cuales existen mayores niveles de coles-

terol, esfingomielina y de ĺıpidos saturados. Una hipótesis posible es, entonces, que

el agrupamiento del mismo receptor en zonas Lo sea el sustrato f́ısico que sirve de

obstáculo en regiones por las que el receptor difunde, impidiendo su libre difusión

por un tiempo determinado hasta que logra escapar. Para evaluar esta hipótesis,

se aplicó un algoritmo de análisis cuantitativos de microscoṕıas de superresolución

(qSR) desarrollado recientemente por Cissè y colaboradores [131, 132], el cual nos

permite seguir el agrupamiento del nAChR en tiempo real (ver Materiales y méto-

dos).

Como se muestra en la Figura 4.18, se pudieron observar eventos de agrupamien-
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to dinámicos en la forma de ráfagas de localizaciones de moléculas únicas en zonas

restringidas de la membrana celular. Dichos eventos se encuentran conformados por

peŕıodos de muy alta actividad (caracterizados por un ascenso abrupto en la dis-

tribución acumulada de localizaciones individuales; ver ĺıneas coloreadas en Figura

4.18a), seguidos por peŕıodos de baja o nula actividad (caracterizados por un ame-

setamiento de la distribución acumulada; ver ĺıneas horizontales grises en Figura

4.18a). Dichos peŕıodos correspondeŕıan, respectivamente, a una etapa de ensambla-

je seguida por desarmado de los acúmulos de receptores en tiempo real (acúmulos

dinámicos). La organización espacial de las localizaciones de molécula única pertene-

cientes a cada uno de los 4 acúmulos dinámicos mostrados en la Figura 4.18a (ĺıneas

coloreadas azul, amarilla, violeta y verde) se muestran en la Figura 4.18b. A partir

de la distribución de las moléculas, puede observarse claramente que los eventos de

agrupamiento y des-agrupamiento del receptor se dan en zonas muy restringidas de

la membrana celular, por lo que se trataŕıa de acúmulos de tamaño nanométrico o

“nanoclusters”.

Figura 4.18: Ejemplo representativo del algoritmo de qSR implementado para el estu-
dio de la agrupación del nAChR en tiempo real. (a) Se muestran las ráfagas de loca-
lizaciones de molécula única (ĺıneas verticales; eje de la izquierda), cuya coincidencia
temporal identifica la formación de un “nanoacúmulo” (nanocluster) dinámico (cada
color corresponde a un acúmulo diferente). Además, las localizaciones individuales
se encuentran superpuestas con su correspondiente cuenta acumulada (eje de la de-
recha derecho). Las mesetas horizontales corresponden a la etapa de desarmado de
los acúmulos. (b) En una región de 150 nm ×200 nm se muestra la distribución
espacial de las localizaciones individuales de los acúmulos mostrados en (a) (mismo
código de colores).
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En situación control, se observa que los receptores participan de eventos de auto-

agrupamiento en zonas con radios de 149 ± 13 nm (media ± error estándar de la

media) (ver Figura 4.19). La duración promedio en que dichos eventos se forman y

desarman resultó ser de 3.90 ± 0.77s, tiempo en el que decenas de receptores (30

± 8 moléculas) pueblan el acúmulo promedio. Al analizar los efectos del colesterol

en estos eventos colectivos, se vieron efectos significativos en aquellas células

en donde se redujo el colesterol de membrana mediante CDx: no sólo las

dimensiones de las zonas de acumulación disminuyeron su tamaño (de 149 ± 13 nm a

107 ± 4 nm; p < 0, 0001), sino que las duraciones también fueron significativamente

menores que en la situación control (de 3.90 ± 0.77 a 2.45 ± 0.14 s; p < 0, 0001).

Estos resultados, junto a la notable disminución de la cantidad de receptores pro-

medio en los acúmulos (16 ± 1) en células con colesterol depleteado, sugieren que

en los eventos de agrupamiento dinámicos del receptor estaŕıan mediados

por regiones ricas en colesterol (Lo), y que niveles menores de este esterol

produciŕıan una desestabilización de dichas regiones. En las células en donde

los niveles de colesterol hab́ıan sido experimentalmente aumentados, en cambio, no

se observaron cambios significativos en las propiedades espaciales (radios de 149 ±

13 nm) ni en las propiedades temporales (2.96 ± 0.32 s de duración promedio) de los

eventos de agrupamiento, por lo que cantidades similares de receptores resultaron

agrupados (20 ± 3 moléculas por acúmulo). No se observaron cambios significativos

en la frecuencia de eventos por acúmulo de receptores en las células con los niveles

de colesterol modificados, midiéndose en las tres condiciones experimentales tiempos

medios entre eventos de aproximadamente 0.17 s.
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Figura 4.19: Seguimiento en tiempo real de la dinámica de nanoacúmulos de nAChRs
en situación control y en condiciones de depleción o enriquecimiento de colesterol
de membrana. Diagramas de cajas de las métricas obtenidas a partir de aplicar el
análisis de acúmulos de Cissé y colaboradores [131,132] al nAChR (escala logaŕıtmi-
ca): duración, tiempo medio entre eventos (es decir, peŕıodos sin eventos dentro un
mismo acúmulo), eventos por acúmulo, y radio RMS de los acúmulos, bajo situación
control y condiciones con niveles de colesterol de membrana modificados. Los bigotes
representan el intervalo de confianza al 95 % y los puntos corresponden a los valores
que se encuentran fuera de dicho intervalo. Los ĺımites de las cajas indican el inter-
valo de confianza al 75 %. Las ĺıneas horizontales negras indican los valores medios
y las ĺıneas horizontales coloreadas los valores medianos. Estad́ıstica: p < 0, 0001
(****).
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5. Discusión

5.1. El nAChR exhibe un comportamiento poblacional al-

tamente heterogéneo

La membrana celular de células de mamı́feros es un ambiente muy complejo tan-

to desde el punto de vista estructural como funcional. En tal ambiente, sumamente

dinámico, algunas protéınas logran difundir en el plano de la membrana de forma

completamente azarosa y descorrelacionada (movimiento térmico o Browniano). Sin

embargo, el movimiento traslacional de la mayor parte de las protéınas en la superfi-

cie celular suele estar caracterizado por desv́ıos del movimiento Browniano, es decir,

difusión anómala. Esto se debe a que las protéınas interactúan de forma no térmica

con el ambiente liṕıdico circundante, a través de eventos de inmovilización transito-

rios, movimiento abarrotado, heterogeneidades espaciales, e interacciones protéına-

protéına, entre otros [143–145]. Esta complejidad supone un gran desaf́ıo a la hora de

desentramar los procesos involucrados en la regulación y la función de la membrana

celular y sus constituyentes.

A través de la combinación de microscoṕıa de superresolución STORM y métodos

novedosos para el análisis de difusión de moléculas únicas, se ha logrado caracterizar

de forma exhaustiva la dinámica del receptor de acetilcolina nicot́ınico (nAChR) en

la membrana celular de células CHO-K1/A5. Como ha sido observado en trabajos

anteriores [114, 146, 147] y confirmado en el presente estudio, la difusión lateral del

nAChR en la membrana celular es altamente heterogénea. Un porcentaje muy eleva-

do (∼ 52 %) de los receptores se halla completamente inmóvil en la escala temporal

registrada experimentalmente. Es sabido que la ĺınea celular clonal de mamı́fero

CHO-K1/A5 no posee moléculas que naturalmente inmovilizan al nAChR como la

rapsina ni protéınas de andamiaje tradicionalmente involucradas en la formación de

agregados supramoleculares del receptor como la agrina o MusK. La inmovilización,

entonces, seŕıa producida por otras moléculas de andamiaje, por la auto-agregación

de nAChRs en especies oligoméricas superiores [148], o una combinación de ambas.

La población móvil restante, por su parte, se encuentra gobernada por difusión de
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tipo anómala subdifusiva. Sin embargo, algunos receptores exhiben un comporta-

miento de tipo Browniano, y algunos pocos, una dinámica superdifusiva.

5.2. Tiempos insuficientes de registro daŕıan lugar a una

ruptura de ergodicidad aparente

La hipótesis de ergodicidad forma parte del núcleo de la mecánica estad́ıstica.

La convergencia entre los promedios temporales y los promedios del ensamble es

un resultado directo de ésta [77]. La forma de probar si un sistema de part́ıculas

difundiendo en una membrana se comporta de forma ergódica ha sido tradicional-

mente a través de comparar los promedios temporales y del ensamble de las curvas

de MSD [110, 133]. Sin embargo, esto es cierto para tiempos de registro lo suficien-

temente largos. Si el tiempo promedio que las sondas exploran el sistema es inferior

o comparable a los tiempos caracteŕısticos de los procesos con los que interactúa,

las moléculas exploran sólo una región limitada del espacio durante su vida me-

dia, proporcionando información de tan sólo algunos de dichos procesos. En estos

casos, los promedios temporales sobre una molécula no son representativos de las

propiedades del sistema, difiriendo necesariamente de los promedios del ensamble.

Producto de estas limitaciones experimentales, algunos sistemas ergódicos pueden

exhibir comportamientos no ergódicos. Esto es particularmente cŕıtico para algunos

modelos que muestran una convergencia lenta, como el modelo de difusión obstruida

(OD) con concentraciones de obstáculos cercanas a la cŕıtica [77], o el modelo de

difusión intermitente entre dos estados con tiempos de residencia comparables al

tiempo explorado por las moléculas únicas [133, 140]. En nuestros experimentos, la

comparación entre los promedios temporales y del ensamble de las curvas de MSD

reveló una ruptura de ergodicidad (Figura 4.7). Sin embargo, al estudiar la duración

de los eventos en los cuales las trayectorias permanecen dentro de áreas circulares

de radios RUM crecientes [108,110], se observó que los tiempos de escape dependen

del radio de escape (Figura 4.8), indicando que la dinámica a largo plazo del re-

ceptor no estaŕıa dominada por la inmovilización. Esta última caracteŕıstica no se

ajusta a las predicciones esperadas por el modelo no ergódico por excelencia, el mo-
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delo de “caminata aleatoria de tiempo continuo” CTRW (continuous time random

walk) [143–145], y sugiere que, en cambio, la ruptura de ergodicidad es aparente.

5.3. Heterogeneidad microscópica: las trayectorias indivi-

duales se encuentran interrumpidas por confinamientos

transitorios en dominios nanométricos con altas con-

centraciones de obstáculos

La aplicación de una serie de herramientas anaĺıticas para inspeccionar trayecto-

rias individuales en detalle, introducidas por el grupo de Laura Estrada [127] e, inde-

pendientemente, por el grupo de Diego Krapf [126], nos permitió revelar la presencia

de estancias de confinamiento en prácticamente todas las trayectorias de nAChR (∼

90 %) (Figuras 4.9,4.10,4.11,4.12 y Tabla 4.2), incluidas las que se mueven Brownia-

namente o de forma superdifusiva. Las trayectorias móviles fueron interrumpidas en

todos los casos por estancias de confinamiento de duración variable (desde cientos

de milisegundos hasta segundos), en zonas con radios aproximados de 36-39 nm.

Otros estudios de trayectorias de part́ıculas únicas (single-particle tracking, SPT)

reportaron que cerca del 20 % de los nAChRs en mioblastos musculares muestran

difusión restringida en pequeños dominios con tamaños similares [147]. Aqúı en-

contramos que las subpoblaciones menos difusivas son las que exhiben los tiempos

más largos de detenciones en el estado confinado; las estancias de confinamiento de

las trayectorias Brownianas tuvieron duraciones menores, mientras que las estancias

más cortas fueron exhibidas por las trayectorias pertenecientes a la subpoblación

superdifusiva (Figuras 4.10 y 4.12). De esta forma, mediante dos estrategias com-

pletamente independientes, fue posible verificar que la difusión lateral del receptor

en la membrana celular se encuentra gobernada por la probabilidad de encuentro

con regiones confinadas y el tiempo que pasa dentro de estas, independientemente

de la modalidad difusiva exhibida. Los tiempos caracteŕısticos de las estancias de

confinamiento resultaron ser del orden de la duración de la trayectoria promedio

(tiempo promedio en el que una sonda explora el espacio de fases del sistema), sugi-

riendo que la ruptura de ergodicidad observada seŕıa aparente, debido a tiempos de
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registros insuficientes en comparación con los tiempos caracteŕısticos que el receptor

pasa en los estados difusivos disponibles. Aún más, tiempos de confinamiento del

orden y hasta superiores al largo de la trayectoria promedio podŕıan explicar el alto

porcentaje de inmovilización observado en el receptor (∼ 52 %): parte de los recepto-

res inmóviles podŕıan corresponder, en realidad, a moléculas atravesando estancias

de confinamiento más prolongadas, explorando sólo el estado confinado durante el

tiempo que fueron registradas. Sorpresivamente, los tiempos caracteŕısticos de los

estados de confinamiento medidos por el método basado en tiempos de escape [127]

fueron de 2 a 5 veces mayores que los medidos por el método de recurrencia [126]. Sin

embargo, el hecho de que las demás propiedades se mantengan similares (tamaño y

tiempos relativos de confinamiento), sugiere que ambos métodos están identificando

similares cantidades de pasos confinados. Una posible explicación para la diferencia

encontrada podŕıa ser, entonces, que el análisis de recurrencia desarrollado por el

grupo de Krapf tiende a separar los pasos confinados en un mayor número de eventos,

mientras que el análisis de segmentación desarrollado en el grupo de la codirectora

de este trabajo tiende a agruparlos en un menor número de eventos.

La distribución de los ángulos de giro desplegados por trayectorias individuales a

distintos intervalos de tiempo, por otra parte, brindó información adicional sobre el

sistema [129,130]. Los nAChRs exhibieron giros con preferencia hacia ángulos de 180°

(Figura 4.13), lo cual implica que la molécula tiende a cambiar de dirección y volver

sobre sus pasos, una propiedad caracteŕıstica de movimiento con pasos anticorrela-

cionados. Comportamientos similares fueron observados previamente en los canales

de potasio activados por voltaje Kv1.4 y el Kv2.1, producto de la compartimentali-

zación de la membrana [48,77]. La forma en la que los ángulos de giro se encuentran

distribuidos, además, nos permite evaluar dos modelos biof́ısicos ampliamente estu-

diados, conocidos por modelar difusión anómala con pasos anticorrelacionados: el

movimiento fraccional Browniano (fBm) y el modelo de difusión obstrúıda (OD).

Las trayectorias subdifusivas de nAChR mostraron una distribución angular que se

ajusta a lo predicho por el segundo modelo (Figuras 4.14 y 4.15), sugiriendo que el

modelo fBm debeŕıa ser descartado en favor del modelo OD, e indicando la presencia

de obstáculos que impiden o retrasan el movimiento del receptor. Los pasos anti-
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correlacionados, además, fueron dependientes del tiempo de retraso, una propiedad

consistente con difusión en una malla [129] y el modelo de vallas y piquetas [149].

En comparación con las simulaciones numéricas de Krapf y colaboradores [129], la

pendiente de las distribuciones angulares para las subpoblaciones subdifusivas SBI

I y II sugiere concentraciones de obstáculos cercanas a la cŕıtica (Figuras 4.16 y

4.17), resultante, por ej. de la estabilización del nAChR por el citoesqueleto de ac-

tina [150]. Finalmente, la disminución en la pendiente de la distribución de ángulos

de giro que se observa en subpoblaciones más difusivas (Figura 4.15) sugiere que (i)

las diferencias entre las subpoblaciones se da por el encuentro con zonas con concen-

traciones de obstáculos diferentes (a mayor concentración, mayor pendiente y menor

difusividad) o que (ii) la proporción entre los pasos fuera y dentro de las regiones

con obstáculos en trayectorias individuales incrementa a medida que lo hace la difu-

sividad. En este último caso, el aumento en la pendiente de la distribución angular

en subpoblaciones menos difusivas estaŕıa asociado a una mayor presencia de pasos

obstaculizados en las trayectorias únicas y, por ende, una mayor contribución de este

tipo de movimiento en los promedios angulares.

¿Podŕıan las zonas en donde el receptor se confina transitoriamente estar re-

lacionadas con las regiones con tamaños caracteŕısticos y altas concentraciones de

obstáculos predichas por el análisis de ángulos de giro? Al seccionar las trayectorias

en su parte confinada y su parte libre (no confinada), hallamos que la porción confi-

nada de las trayectorias es la que se ajusta al modelo de difusión obstruida, mientras

que las porciones libres corresponden a difusión de tipo Browniana (Figura 4.16).

Esto sugiere que las zonas de confinamiento son el conjunto de regiones que generan

la anticorrelación del movimiento del receptor, y que el confinamiento estaŕıa dado

por la presencia de una alta concentración de obstáculos. Además, se observó que

las distribuciones de ángulos de giro son esencialmente las mismas para las distintas

subpoblaciones difusivas: descorrelacionadas para las zonas libres y anticorrelacio-

nadas para las zonas confinadas. Esto indica que las regiones de confinamiento que

interrumpen la difusión libre de nAChRs individuales son esencialmente las mismas

y tienen concentraciones de obstáculos similares (cercanas a la cŕıtica) bajo todas las

condiciones experimentales (Figura 4.16 y 4.17). Los cambios en la pendiente de las
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distribuciones de los ángulos de giro para las trayectorias completas estaŕıan dados

por una cuestión meramente estad́ıstica: a mayor cantidad de pasos confinados en

la trayectoria, mayor contribución de la anticorrelación en la distribución angular

y, por ende, mayor pendiente. Esta es una observación clave: el tiempo relativo que

una dada trayectoria pasa entre los estados libre y confinado determina el régimen

difusional resultante (a mayor confinamiento, menor difusión) y es responsable de la

gran amplitud de la heterogeneidad macroscópica observada en la población general.

Recientemente, He y colaboradores [151] estudiaron la movilidad del nAChR

en la membrana de células musculares de Xenopus. A través del seguimiento de

trayectorias individuales de receptores previamente marcados con puntos cuánticos

(quantum dots), observaron que el nAChR no obedece una estad́ıstica Gaussiana. Los

autores propusieron que esta “no Gaussianidad” proveńıa del alto nivel de inmovili-

zación desplegado por el receptor en la membrana. Para explicar la heterogeneidad

observada, se propuso una variante del modelo de valla (picket-fence model) de Ku-

sumi [98,152], el cual denominaron “modelo de valla dinámico”. El modelo original

de Kusumi propone la existencia de “corrales” formados por la red de filamentos

de actina que convergen en “piquetes” de protéınas unidas a actina. Los piquetes y

los corrales actúan como barreras f́ısicas para las protéınas de membrana, las cuales

pueden ser “saltadas” con cierta probabilidad. Sin embargo, hasta el momento esta

hipótesis no hab́ıa sido probada. En el presente trabajo, mediante la aplicación de un

riguroso criterio recientemente introducido por Golan y Sherman [123], se descartó

la posibilidad de que la subpoblación inmóvil sea la responsable del comportamiento

no ergódico (ya que fue exclúıda de los análisis dinámicos). En cambio, se demostró

que el nAChR sigue una difusión de tipo ergódica, caracterizada por un intercam-

bio intermitente entre dos estados [140]: libre (Browniano) y confinado en zonas

del espacio con alta densidad de obstáculos. Además, se demostró que el receptor

transita estancias de confinamiento en áreas con radios de ∼ 36-39 nm, escalas es-

paciales similares en la que operan las inmovilizaciones observadas en corrales de

actina [152–154]. Estas observaciones verifican la hipótesis de que el receptor difun-

de libremente en un medio sumamente heterogéneo que promueve su confinamiento

en regiones reducidas del espacio, lo cual puede ser interpretado como un modelo
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de valla dinámico. Estas vallas actuaŕıan como barreras f́ısicas que restringiŕıan el

movimiento de las part́ıculas, las cuales a su vez actuaŕıan de obstáculos para las

demás part́ıculas confinadas dentro de dichos dominios.

Algunos obstáculos caracteŕısticos para la difusión lateral de protéınas de mem-

brana son el auto-agregamiento de las protéınas, piquetas formadas por otras pro-

téınas inmovilizadas o difundiendo muy lentamente, corrales de actina sub-membrana,

o heterogeneidades en la membrana dada por dominios ĺıquido-ordenados (Lo) (“bal-

sas” liṕıdicas). Cualquiera de estos obstáculos (o una combinación de ellos) agregan

complejidad a los mecanismos de inmovilización o confinamiento transitorios y pue-

den dar lugar a un comportamiento no ergódico aparente [155], debido a que pueden

actuar en diferentes escalas espaciales y temporales. En particular, los obstáculos

con los que se encuentra frecuentemente el nAChR en la membrana celular podŕıan

ser protéınas de la misma especie, transitando estancias de confinamiento. Para pro-

bar esta hipótesis, se realizó un estudio de seguimiento en tiempo real de asociación

y disociación de acúmulos de receptores. Se halló que, además del confinamiento

observado a nivel de part́ıcula única, decenas a cientos de receptores participan de

eventos “sociales” de auto-agregación, con tiempos de asociación y disociación de

algunos segundos de duración (∼ 3.9 s), en zonas de entre ∼ 20 nm y ∼ 400 nm

de radio (∼ 149 nm en promedio). Si bien estos eventos exhiben tamaños prome-

dio superiores a los desplegados por las zonas de confinamiento a nivel de molécula

única (∼ 36-39 nm), es posible que los eventos de confinamiento correspondan a (i)

moléculas participando de eventos de agrupación pequeños, o (ii) que, debido a la

alta concentración de obstáculos presentes, sólo logran explorar una región pequeña

del acúmulo antes de escapar y continuar con su libre movimiento en la membrana

celular.
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5.4. Modulación de la dinámica difusional del nAChR: efec-

tos sinérgicos del colesterol en el auto-agrupamiento del

receptor y el atrapamiento en regiones confinadas

El colesterol posiblemente afecta la difusividad de nAChR a través de dos meca-

nismos complementarios (no excluyentes): (i) a través del estado f́ısico de la bicapa

liṕıdica (dominios Lo y Ld, entre otros estados posibles), sumamente influido por la

composición qúımica de los ĺıpidos que la componen, y (ii) a través de la abundancia

y/o el tamaño de los nanodominios ricos en colesterol/esfingoĺıpidos. El mecanismo

(ii) pareciera influenciar mayoritariamente la cinética en el rango de segundos a

través de la formación y desarmado de agregados nanométricos de AChRs, los cua-

les pudieron ser seguidos en tiempo real (Figura 4.18 y 4.19). Adicionalmente, el

comportamiento anticorrelacionado desplegado por las moléculas de receptor que

surgen del análisis de ángulos de giro (Figura 4.13, 4.14, 4.15, 4.16 y 4.17) puede ser

explicado por la presencia de dominios Lo ricos en colesterol/esfingoĺıpidos actuando

como heterogeneidades laterales en el plano de la membrana, es decir, obstáculos que

el nAChR tiene que esquivar en un escenario de vallas permeables.

La posibilidad de que los dominios Lo nanométricos tengan un papel (directo

o indirecto) en los eventos de confinamiento se encuentra apoyado experimental-

mente de forma independiente. Cuando se reconstituyen en un sistema modelo de

esfingomielina-colesterol-POPC (1:1:1), los nAChRs purificados de Torpedo no ex-

hiben preferencia por los dominios Lo [156]. Sin embargo, la inclusión de especies

moleculares de esfingomielina que generan asimetŕıas en la bicapa al enriquecer el

contenido de esfingoĺıpidos en la parte externa de la membrana parece favorecer

la inclusión y el enriquecimiento del nAChR en dominios Lo [142]. Entonces, los

nAChRs pueden habitar/ser excluidos de dominios Lo (“balsas”) dependiendo de

la composición del microambiente liṕıdico local, y esto, a su vez, facilitar la auto-

agregación del receptor. Esto es particularmente relevante a la función de la sinapsis

colinérgica: además de la concentración mayor de colesterol en comparación a otros

ĺıpidos de membrana en la placa neuromuscular o en la sinapsis electromotora de

Torpedo [157], una caracteŕıstica particular de estas dos sinapsis es la extraordi-
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nariamente alta densidad de protéınas de nAChR [158], una propiedad compartida

con la ĺınea celular CHO-K1/A5 [113] estudiada aqúı, aunque en un grado menos

pronunciado.

Se sabe que la agregación molecular en membranas celulares produce desvia-

ciones de la difusión Browniana (ver ref. [159]). En nuestra hipótesis, los dominios

Lo ricos en colesterol podŕıan dificultar o reducir la difusión y concentrar nAChR

lentos o inmóviles. Excluimos los receptores inmóviles del análisis difusional, pero

se debe tener en cuenta que estas macromoléculas estáticas constituyen una gran

proporción de la población total (y por lo tanto se encuentran incluidas en el análi-

sis de agrupamiento supramolecular de los receptores en tiempo real; Figura 4.19).

Recientemente, estructuras dependientes de colesterol denominadas “jaulas” fueron

reportadas en la ĺınea CHO (células parentales de nuestra ĺınea CHO-K1/A5) [160].

Las jaulas son más grandes y duraderas que los supuestos tamaños de algunos do-

minios tipo “balsa”, y se encuentran estabilizadas dentro de corrales de actina aún

más grandes y más duraderos. La depleción de colesterol desestabiliza estas barre-

ras difusionales, en coincidencia con lo que observamos en el presente trabajo con

los acúmulos nanométricos (Figura 4.19). Los nanodominios de confinamiento que

observamos (∼ 36-39 nm de radio) son similares a otros recientemente revelados en

imágenes estáticas de nanodominios dependientes de colesterol, como los que alber-

gan receptores de dopamina (∼ 35 nm de radio [161]), o nanodominios nacidos en

balsa de protéınas ancladas a GPI (∼ 40 nm [149]).

Además de las estancias de confinamiento nanométricos transitorias y reversi-

bles, con duraciones en el orden de los cientos de milisegundos, observamos otro

proceso dinámico regulando la actividad del receptor y ocurriendo en una ventana

temporal más larga, del orden de los segundos. Este proceso dinámico mucho más

lento correspondeŕıa al ensamblaje/residencia/disociación de acúmulos de protéınas

en áreas confinadas. Observamos diferencias significativas en los radios, en el número

de eventos y en las duraciones de estos acúmulos nanométricos luego de haber modi-

ficado los niveles de colesterol en membrana (Figura 4.19), sugiriendo que dominios

ricos en colesterol participaŕıan de la auto-agregación del receptor.

Resumiendo, a nivel de part́ıcula única, el nAChR difunde de forma Browniana
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(estado 1 ) por la membrana celular, hasta encontrarse con regiones con concentra-

ciones altas de obstáculos que restringen su movimiento por un tiempo determinado

(estado 2 ) hasta que logra escapar, retomando su movimiento libre. Este intercam-

bio entre dos estados se repite indefinidamente y gobierna el movimiento lateral

del receptor en la membrana. El modelo de difusión intermitente entre dos estados

(Browniano y confinado) ha sido caracterizado recientemente tanto de forma teóri-

ca [140] como experimental en canales de sodio [133], pero es la primera vez que se

caracteriza en un receptor de neurotransmisor como el nAChR. En este modelo, el

colesterol se encontraŕıa regulando el tiempo promedio en el que un dado receptor

reside en el estado confinado, 1/k21, a través de la modificación de la tasa de cambio

k21 o probabilidad de escape de dicho estado. A nivel poblacional, por otra parte, el

receptor participa de eventos de auto-aglomeración más duraderos, y en regiones 2

a 3 veces más grandes que las zonas de confinamiento. Sin embargo, ambos proce-

sos interrumpen la libre difusión del receptor, llevándolo a estados más confinados,

con dependencias similares al colesterol. Esto sugiere que la auto-aglomeración del

receptor podŕıa ser, de hecho, al menos uno de los sustratos f́ısicos que actúan co-

mo obstáculos para los demás receptores de la misma especie. Las diferencias de

tamaños podŕıan deberse (i) a que las áreas fueron calculadas de distintas maneras

(mientras que el análisis de recurrencia toma el desv́ıo estándar de la distribución de

localizaciones en estado confinado para calcular el área de confinamiento, el análisis

de acúmulos dinámico calcula el radio RMS de la distribución de sus constituyentes,

luego utilizado para calcular el área del acúmulo) o (ii) a que el receptor confina-

do explora una porción menor de la región total en donde se aglomera. En este

escenario, los receptores que forman parte de la subpoblación inmóvil (∼ 52 % del

total) podŕıan ser aquellos que no lograron escapar del estado confinado durante

el tiempo en que fueron registrados. De esta forma, el comportamiento individual

(nanoscópico) y el grupal (mesoscópico) se encontraŕıan ı́ntimamente relacionados

a través de regiones ricas en colesterol, tipo balsas liṕıdicas, las cuales gobiernan

y determinan su dinámica macroscópica, demostrando la importancia que tiene la

interrelación entre los distintos niveles de organización de la membrana plasmática

en la dinámica de protéınas y la función celular [74, 75] (ver esquema de la Figura
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5.1).

Figura 5.1: Diagrama esquemático del movimiento traslacional complejo exhibido
por el nAChR en la membrana celular. A nivel individual, las macromoléculas de
nAChR (puntos rojos) exhiben un comportamiento de intercambio entre dos esta-
dos: caminata libre (difusión Browniana; trazo rojo) interrumpida por estancias de
confinamiento transitorias (difusión obstruida; trazo azul). Estas interrupciones ocu-
rren en áreas pequeñas (∼ 36-39 nm de radio, en promedio) con alta densidad de
obstáculos (ćırculos púrpuras), donde los receptores residen transitoriamente por un
promedio de ∼ 170-470 ms. A nivel poblacional, eventos de agrupamiento dinámico,
atrapamiento e inmovilización transitoria tienen lugar en regiones más grandes (∼
149 nm de radio, ćırculo verde) y durante más tiempo (∼ 3.9 s). Ambos procesos
se encuentran regulados de forma similar por los niveles de colesterol en membrana
(ćırculos amarillos), sugiriendo la presencia de dominios Lo . La red de actina cor-
tical sub-membrana (filamentos anaranjados) pueden también actuar como corrales
o vallas, o reorganizando y compartimentalizando la membrana, restringiendo aśı la
difusión del nAChR.

79



Tesis de Lic. de Alejo Mosqueira 6 CONCLUSIONES

6. Conclusiones

A través de la combinación de técnicas de bioloǵıa molecular, microscoṕıa de

superresolución, nuevos métodos de análisis de seguimiento de moléculas únicas y

modelado numérico, el presente trabajo se planteó como un abordaje multidiscipli-

nario al estudio de la difusión lateral del nAChR en la membrana celular de células

de mamı́fero.

A nivel de molécula única, aproximadamente la mitad de los receptores se en-

contraron completamente inmóviles en la membrana celular. La población móvil

restante, en cambio, resultó estar gobernada por un intercambio entre dos estados:

caminata al azar (Browniana) interrumpida por eventos de confinamiento en zonas

de ∼ 36-39 nm de radio y con alta densidad de obstáculos. Estas zonas actúan como

vallas permeables con obstáculos que actúan de piquetas, como en el modelo de va-

llas y piquetas dinámico. El tiempo relativo que un dado receptor pasa en el estado

confinado determina la modalidad difusional resultante y es la fuente de la dinámica

heterogénea del receptor en la membrana. Los tiempos caracteŕısticos que el receptor

pasa en el estado confinado (∼ 170-470 ms) son del orden del tiempo medio explo-

rado por los receptores, lo que da lugar a una ruptura de ergodicidad aparente. A

su vez, sugiere que parte de la alta inmovilización observada podŕıa estar dada por

receptores atravesando estancias de confinamiento prolongadas. A nivel poblacional

y en una escala temporal de segundos, decenas a cientos de receptores participan de

eventos de asociación/estabilización/disociación en zonas de ∼ 20-400 nm de radio.

Estos eventos de agrupamiento son independientes de protéınas conocidas por pro-

mover la inmovilización y agrupación del nAChR en la placa neuromuscular, como

la rapsina, agrina y MuSK.

Tanto la dinámica individual como la poblacional del receptor se encuentran

ampliamente influenciadas por los niveles de colesterol en membrana. Más aún, se

observaron cambios similares en las dimensiones temporales y espaciales de las zonas

que agrupan o que confinan al receptor al modificar los niveles de colesterol, lo

que sugiere que ambos procesos estaŕıan relacionados entre śı y mediados por la

compartimentalización de la membrana celular en dominios Lo o “balsas” liṕıdicas.
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Estos mecanismos actuaŕıan en la nano- y meso-escala, en el rango de milisegundos a

segundos, promoviendo la agregación del receptor y aumentando su densidad local, lo

que en última instancia favoreceŕıa la probabilidad de transmisión de la información

entre el exterior y el interior celular.
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Quisiera también agradecerles a mis compañeros del laboratorio, a los que están
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mente, hoy no estaŕıa acá defendiendo mi tesis. También quisiera agradecerles por
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