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Mecanica y dinamica del citoesqueleto en células

vivas

Resumen

El citoesqueleto es una red auto-organizada y dinamica presente en las célu-
las eucariotas. Estd compuesto por tres tipos de biopolimeros: filamentos de actina,
filamentos intermedios y microtibulos. Estos filamentos se constituyen a partir de
la polimerizacién de proteinas més simples y forman estructuras con diametros de
~6nm para los filamentos de actina y ~10nm para los filamentos intermedios. Los
microtibulos son los elementos mas rigidos del citoesqueleto, con una estructura
tubular de diametro externo de ~25nm. Estos biopolimeros, en conjunto con pro-
tefnas motoras, componen un entramado con propiedades mecéanicas que permite a
las células generar y reaccionar ante la accién de fuerzas.

El citoesqueleto esta involucrado en numerosos procesos celulares tales como la
migracion, divisién, contraccion y el transporte de organelas. Por este motivo es muy
importante estudiar el comportamiento mecanico de los filamentos del citoesqueleto
para lograr un mayor conocimiento de la organizacién y mecdanica celular.

La microscopia de fluorescencia ha revolucionado nuestro conocimiento del cito-
esqueleto, permitiendo su visualizacion en células vivas. El analisis del movimiento
y de las fluctuaciones en las formas de los filamentos del citoesqueleto permite estu-
diar las propiedades mecénicas relevantes a su funcion biolégica. Este tipo de analisis
requiere la identificacion de las posiciones de filamentos individuales con alta pre-
cision. Sin embargo, el seguimiento de filamentos individuales a partir de imagenes
de microscopia de fluorescencia de células vivas es extremadamente complejo.

Es por ello que en la primera parte de esta Tesis, desarrollamos un algoritmo
de tracking de filamentos que permite obtener las coordenadas de microtibulos
fluorescentes con precision subdifracciéon. Evaluamos el rendimiento de esta rutina
mediante simulaciones numéricas de imagenes confocales y experimentos in vitro y
obtuvimos una precisién de ~9nm para filamentos in vitro y ~20nm para filamentos
en células fijadas.

Utilizando este algoritmo, estudiamos las distribuciones de curvaturas de mi-
crotibulos en células melanoforas de Xenopus laevis vivas. Mediante un analisis de
Fourier de las formas de los filamentos hallamos que, en un entorno fuera del equili-
brio como el citoplasma, las curvaturas se ajustaban a un comportamiento térmico,

de acuerdo con resultados reportados anteriormente. Estos datos fueron utilizados



para calcular la longitud de persistencia de los microtibulos en distintas condiciones
experimentales. La longitud de persistencia es un parametro ampliamente utilizado
para describir las propiedades mecanicas de filamentos, y se define como la razon
entre la rigidez flexural del filamento y las fuerzas térmicas actuando sobre el mismo.
La longitud de persistencia efectiva calculada para microtibulos en células vivas fue
~20 pm, valor significativamente menor que el medido in vitro. Este parametro no
se vio modificado en presencia de la proteina asociada a microtibulos XTP o la de-
polimerizacion de actina. En contraste, la depolimerizacién de la red de filamentos
intermedios disminuy¢ significativamente el valor de este parametro.

Por otra parte, exploramos si la inhibicién de los eventos de polimerizacién y de-
polimerizacién de los microtibulos podria afectar su rigidez flexural efectiva. En este
caso, la distribucién de formas de los filamentos no se ajusté a un comportamien-
to térmico, como el observado en células control, indicando que el comportamiento
mecanico de los microtiibulos depende de un delicado equilibrio de fuerzas activas
dentro de la célula.

Observamos que la depolimerizacién de filamentos de actina e intermedios au-
menta significativamente las fluctuaciones laterales de los microtiubulos, sugiriendo
que estos filamentos contribuyen a la organizacion global de dicha red. Por otra par-
te, verificamos que la produccién de fuerzas no es homogénea dentro de las células ya
que los microtubulos presentaban un movimiento mas lento, pero mas direccionado
en la region cortical en comparacion con la regién perinuclear.

En la segunda parte de esta Tesis, estudiamos los aspectos dinamicos de los
eventos de buckling de microtubulos en células melanéforas de Xenopus laevis. Estos
son eventos transitorios y localizados observados frecuentemente en células, y se
caracteriza por una rapida flexion del filamento seguida de su relajacion. Se ha
propuesto que estos eventos de rdpida deformacién dependen de fuerzas localizadas
espacio-temporalmente resultantes de la accion de motores moleculares.

Para comprender este fendémeno, caracterizamos los eventos de buckling median-
te el tracking de microtubulos fluorescentes individuales en combinacién con simu-
laciones numéricas, las cuales nos permitieron explorar distintos mecanismos que
podrian producir la flexién de filamentos. Los eventos simulados reprodujeron mu-
chas de las caracteristicas observadas en microtibulos en células vivas, sugiriendo
que el modelo mecanico implementado representaba los procesos esenciales del buc-
kling de microtibulos. Luego analizamos la interaccion entre vesiculas fluorescentes
transportadas activamente y la red de microtibulos pudiendo asi observar eventos
generados por fuerzas activas y correlacionarlos con el movimiento de las vesicu-
las. Los resultados obtenidos de este analisis sugieren que los microtibulos podrian
afectar el transporte indirectamente, aparte de servir como vias para las organelas

transportadas.



Con el fin de extender nuestro andlisis del citoesqueleto a otros sistemas biolégi-
cos, estudiamos células de cancer de prostata, que muestran una expresion anormal
de proteinas del citoesqueleto, resultando en una resistencia a la quimioterapia y ca-
pacidad de colonizar érganos lejanos. Desarrollamos técnicas computacionales para
analizar imagenes de fluorescencia de citoesqueleto en estas células y, en particular,
cuantificar la accién de una droga que induce la expresiéon de Hemo oxigenasa-1,
una enzima implicada en la regulacion de la morfologia celular. Nuestros resultados
mostraron que la células bajo la induccion de HO-1 presentaban menos migracion
y una proporcion significativamente mayor de protrusiones tipo-filopodias que las

células control, los que indicaria una mayor comunicacién entre células vecinas.

En sintesis, llevamos a cabo experimentos biolégicos para observar el citoesquele-
to y desarrollamos técnicas que nos permitieron estudiar estos filamentos en células
vivas. De esta forma, pudimos analizar cuantitativamente la importancia del balance
y dinamica de fuerzas activas en células para la organizacion de la red de microtibu-
los. Estos conocimientos también fueron de utilidad para analizar los cambios en el

citoesqueleto de células de cancer de prostata.

Palabras clave: citoesqueleto, microscopia de fluorescencia, microtubulos, trac-

king de filamentos, buckling de filamentos, cancer de prostata.



Mechanics and dynamics of the cytoskeleton in

living cells

Abstract

Eukaryotic cells contain a cytoskeleton; a self-organized and highly dynamic
network, which consists of three main types of protein filaments: microtubules, in-
termediate filaments and actin filaments. Actin filaments present a cable-like struc-
ture, with a diameter of ~6nm and intermediate filaments have a rope-like structure,
with a diameter of ~10nm. The stiffest elements of cytoskeleton are microtubules,
pipe-like structures with an outer diameter of ~25nm. Cells both actively generate
and sensitively react to forces through the mechanical framework composed by these
biopolymers and motor proteins.

The cytoskeleton is involved in numerous cellular processes such as migration,
division, and contraction and provides the tracks for transport driven by molecular
motors. Therefore, it is very important to quantify the mechanical behavior of the
cytoskeletal filaments to get a better insight into cell mechanics and organization.

Fluorescence microscopy has revolutionized our understanding of the cytoske-
leton by allowing the visualization of these filaments in living cells. It has been
demonstrated that relevant mechanical properties of microtubules can be extracted
from the analysis of their motion and shape fluctuations. These analyses require
identifying with high spatial precision the localization of single microtubules. Ho-
wever, tracking individual filaments from fluorescence microscopy images of living
cells is extremely complex. The existing filament tracking routines so far, require
high signal to noise ratios and homogeneous backgrounds.

In the first part of this Thesis, we developed a new filament tracking algorithm
that allows recovering the coordinates of fluorescent microtubules. We evaluated the
performance of this algorithm through computational simulations and in vitro ex-
periments and found that its precision is ~9 nm and 20 nm in wvitro and in fixed
cells, respectively. Using this algorithm, we studied the distributions of curvatures
of fluorescent microtubules in living Xenopus laevis melanophore cells. By perfor-
ming a Fourier analysis of the microtubule shapes, we found that the curvatures in
a non-thermal environment as the cytoplasm followed a thermal-like distribution,
as previously reported. These data were used to calculate microtubule persistence
length (Ip) in different experimental conditions. The persistence length is a widely

used parameter to describe filament mechanical properties, it is determined by the
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ratio of the flexural rigidity of the filament with the thermal forces acting upon it.
The effective Ip of microtubules in living cells was ~20 um, i.e. significantly smaller
than that measured in vitro. In addition, we found that the microtubule-associated
protein XTP or the depolymerization of the actin network did not affect the ef-
fective Ip. In contrast, the depolymerization of the intermediate filaments network
decreased the effective persistence length.

We also explored whether inhibiting the microtubule polymerization/depolymerization
events affects the effective flexural rigidity. We found that microtubule shapes do
not follow the thermal-like behavior observed in control cells, implying that this
behavior depends on a delicate balance of active forces within the cell.

We also explore the influence of actin and intermediate filaments on the motion
of microtubules and observed that the depolymerization of these filaments signifi-
cantly increased microtubule motion, suggesting that these filaments contribute to
the overall organization of the microtubule network. Moreover, the analysis of trajec-
tories of microtubule segments in control cells showed that these filaments presented
a slower but more directional motion in the cortex with respect to the perinuclear
region.

In the second part of this Thesis, we studied dynamical aspects of microtu-
bule buckling using Xenopus laevis melanophores as a model system. Microtubule
buckling is a transient and localized event commonly observed in living cells and
characterized by a fast bending of the filament followed by its relaxation. It has been
proposed that these rapid deformations depend on active forces resulting from the
action of molecular motors.

We characterize these buckling events by tracking single fluorescent microtubules
from confocal movies with high temporal resolution (0.3-2 s). We recovered the cen-
ter coordinates of the filaments with 10-20 nm precision and analyzed the amplitude
of the deformation as a function of time.

Using numerical simulations, we explored different force mechanisms resulting in
filament bending. The simulated events reproduced many features observed for mi-
crotubules in living cells, suggesting that a mechanistic model captured the essential
processes underlying microtubule buckling.

Also, we studied the interplay between actively transported vesicles and the
microtubule network using a two-color technique. This minimally invasive technique
allowed the observation of force driven events and their correlation with the vesicles
motion. The results suggested that microtubules may affect transport indirectly in
addition to serving as tracks of motor-driven organelles.

In an attempt to extend this analysis to other biological systems we focused on
prostate cancer cells that display abnormal expression of cytoskeletal proteins resul-

ting in an augmented capacity to resist chemotherapy and colonize distant organs.



We developed computational tools to analyze fluorescence images of the cytoskeleton
in prostate cancer cells, and found that under Heme oxygenase 1 (HO-1) induction
(HO-1 is implicated in the regulation of cell morphology) these cells presented a
significant higher proportion of filopodia-like protrusions favoring zippering among

neighboring cells.

Overall, we performed biological experiments in order to observe the cytoskeleton
developed techniques that allowed us to study these filaments in living cells. With
this, we were able to analyze quantitatively the importance of the balance and
dynamics of active forces within living cells on microtubule network organization.

These tools were useful to asses cytoskeletal modifications in prostate cancer cells.

Keywords: cytoskeleton, fluorescence microscopy, microtubules, filament trac-

king, filament buckling, prostate cancer.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. El citoesqueleto

Las células eucariotas tienen la capacidad de migrar, modificar su forma, resis-
tir a fuerzas externas y dirigir el transporte interno de organelas, proteinas y otras
cargas para su supervivencia [1]. Todas estas funciones dependen de un conjunto in-
terconectado de proteinas filamentosas conocido como citoesqueleto. El mismo esté
compuesto por tres clases de biopolimeros: los filamentos de actina, los filamentos in-
termedios y los microtibulos (figura 1.1). Como describiremos més adelante, ciertas
propiedades mecanicas de estos polimeros hacen que podamos pensar en ellos como
cables, sogas y tubos, respectivamente. El citoesqueleto contiene ademéas una gran
coleccion de proteinas accesorias que se vinculan a los filamentos y los entrelazan o
median la interaccién con otras estructuras intracelulares tales como la membrana
plasmatica, organelas, proteinas de membrana y cromosomas [2].

Las propiedades mecanicas, la organizacién y el movimiento de estas redes de
proteinas determinan, en gran parte, la morfologia y las propiedades mecanicas de
las células. Esta relacion es especialmente importante en el caso de células animales,
las cuales carecen de pared celular [2]. Ademds de determinar la estructura global
de la célula, el citoesqueleto también es crucial para su organizacién interna.

Desde su descubrimiento, las proteinas del citoesqueleto han sido purificadas y
polimerizadas in wvitro, resultando en filamentos virtualmente indistinguibles de los
observados dentro de las células [2]. Mientras que los filamentos de actina y los
microtibulos son polimeros compuestos por un tnico tipo de proteinas (actina y
tubulina, respectivamente), los filamentos intermedios se componen por una varie-
dad de proteinas, dependiendo del tipo celular. Mas de 50 proteinas de filamentos
intermedios han sido identificadas y clasificadas en grupos basados en similaridades
en sus secuencias de aminodcidos [3].

Los tres tipos de filamentos tienen en comun el estar formados por dos o mas

protofilamentos. Esto genera interacciones no sélo entre subunidades de un mismo
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Figura 1.1: Filamentos del citoesqueleto: Los paneles superiores muestran esqueméti-
camente cada filamento y las subunidades que los componen. Se esquematizan en forma
simplificada los mondémeros como esferas. En los paneles inferiores se muestran imagenes
de microscopia de fluorescencia de las distintas redes : (A) Filamentos de actina en azul
y nucleo en rosa. (B) Filamentos intermedios en violeta. (C) Microtibulos en amarillo
y nucleo en rosa. Figura adaptada de (http://biologicalfreak.blogspot.com.ar/2017/07/1-
cytoskeleton-07-14-2017.html)

protofilamento sino también entre ellos, lo cual determina que la polimerizaciéon
y depolimerizacién ocurra solo por la adicion o sustracciéon de mondémeros en los
extremos y no mediante la rotura o quiebre de los filamentos. Esta es una de las
razones por las cuales los filamentos tienen grandes longitudes dentro de las células
[2].

Si bien los microtibulos estdn formados por dos proteinas distintas (i.e. a-
tubulina y [-tubulina), estas proteinas tienen estructuras similares que resultan
en propiedades mecanicas practicamente idénticas, por lo que podemos considerar
a estos filamentos como cuasi-simétricos.

En las siguientes secciones describiremos cada tipo de filamento con mas detalle.

1.1.1. Filamentos de actina

Los filamentos de actina son polimeros polares que estan formados por dos proto-
filamentos entrelazados [2]. Estos filamentos se forman a partir del autoensamblado
de actina monomérica. La dindmica de polimerizacién/depolimerizaciéon depende de
un ciclo de eventos que involucran la unién e hidrélisis ATP.

La formacién del filamento ocurre en etapas, tal como esquematiza la figura 1.2
[4]. En primer lugar, se produce el reclutamiento de los monémeros (actina-G) a un
complejo proteico de nucleacion [5]. Este complejo se encuentra constituido por tres

monémeros de actina-G-ATP y diferentes proteinas nucleadoras, entre las cuales
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se encuentran el complejo Arp2/3 y las forminas. En segundo lugar, se produce la
polimerizacién del filamento de actina por la adicién rapida de mas mondémeros de
actina-G-ATP, constituyéndose el extremo positivo (+, barbed end) del filamento.
Por otro lado, la depolimerizacién de los mismos ocurre en el extremo negativo
(—, pointed end) donde la hidrélisis de ATP genera un cambio conformacional que

disminuye la energia de interaccion entre las subunidades.

o Nucleo de actina o Actina-ATP
\\’ + a ) ‘_/
=

2 Profilina

-y

Pi ®
’\ . ATP = pDP S / Actina-ADP
o—— ke
Bl poieing de Proteina de
tapadof/finalizacién ruptura

Figura 1.2: Esquema de la polimerizacién y depolimerizacién de los filamentos

de actina: Figura adaptada de [4]

Estructuralmente, los filamentos de actina consisten en una doble hélice con un
didmetro aproximado de 6 nm [2] en las cuales las subunidades pueden contactarse
tanto lateral como longitudinalmente (figura 1.1) [5]. Un periodo completo del fila-
mento contiene 26 subunidades que realizan 12 vueltas completas, con una longitud
de 72 nm.

La polaridad de los filamentos tiene dos consecuencias importantes [2]. En primer
lugar, y como ya hemos mencionado, la polimerizacion tiene una cinética mas veloz
en un extremo (+) que en otro (—). En segundo lugar, la polaridad resulta esencial
para el movimiento unidireccional de proteinas motoras sobre estos filamentos, como
veremos mas adelante.

Los filamentos de actina individuales se ensamblan en dos tipos de estructuras
que tienen diferentes funciones dentro de la célula: manojos (bundles) y redes de
actina. En los bundles los filamentos se empaquetan en fibras de varios filamentos
paralelos. En el caso de las redes, los filamentos estan mas débilmente interconec-

tados en arreglos ortogonales que forman una estructura entrelazada tridimensional

14



con propiedades de un gel semi-sélido. La formacion de estas estructuras depende
de una variedad de proteinas asociadas a actina [3]. Su densidad y topologia depen-
den del tipo de célula, de la matriz extracelular o el sustrato sobre el cual la célula
crece y/o de estimulos externos o internos [6, 7]. Por ejemplo, en células epiteliales
o en fibras musculares, los filamentos de actina se organizan en fibras de estrés,
formando conjuntos de filamentos o bundles que soportan tensiones mayores que
un filamento individual. Estas fibras estan relacionadas a las adhesiones focales que
anclan a la célula al sustrato y proveen los mecanismos para la migracion celular y

supervivencia, entre otros [8].

1.1.2. Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios estan formados por protofilamentos entrelazados en
forma de soga. A diferencia de los filamentos de actina y los microtubulos, los fi-
lamentos intermedios no son estructuras tnicas, sino un conjunto de polimeros con
distinta estructura molecular y caracterizados por poseer un didmetro de 10 nm [2].

Los diversos tipos de filamentos intermedios, se constituyen a partir del ensam-
blado de diferentes proteinas filamentosas, las cuales carecen de actividad enzimatica
-a diferencia de los monémeros de microtiibulos y filamentos de actina- pero conser-
van una subestructura necesaria para su autoensamblaje [1].

La figura 1.3 esquematiza el proceso de polimerizacion de filamentos intermedios.
Brevemente, la secuencia de siete aminoacidos permite la formacién de dimeros
enrollados entre dos hélices o paralelas. En la siguiente etapa del ensamblaje, dos
de los dimeros enrollados interaccionan anti-paralelamente formando un tetramero,
el cual constituiria la unidad fundamental para el ensamblaje del filamento. La
disposicion antiparalela de los dimeros implica que el tetramero y, por consiguiente,
el filamento que forma, sea una estructura no polarizada, i.e. es la misma estructura
en ambos extremos y es simétrica en toda su longitud. Si bien la etapa final del
ensamblado de los filamentos intermedios atin no estd completamente caracterizada,
se postula que los tetrameros se anaden al filamento en crecimiento alineandose a lo
largo de su eje y uniéndose siguiendo un patrén helicoidal [1] .

En contraste con la actina y tubulina, las cuales se encuentran altamente conser-
vadas, las proteinas que forman los filamentos intermedios comparten sélo ~ 20 %
de identidad en sus secuencias [9]. En las células existen diversos tipos de filamen-
tos intermedios los cuales se clasifican en cinco grupos en funcién de su estructura
primaria, propiedades de ensamblado y expresién génica [10]. Estructuralmente, las
proteinas tipo I y II (queratinas) y las proteinas tipo IV (subunidades de neurofila-
mentos) se caracterizan por formar heteropolimeros en células epiteliales y neuronas,

respectivamente. Por otro lado, las proteinas tipo III (vimentina, desmina, la pro-
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teina fibrilar glial y periferina) forman homopolimeros en células mesenquimaéticas y
ectodérmicas. Por 1ltimo, las proteinas tipo V constituyen los filamentos intermedios

nucleares o laminas [11].

N-terminal Estructura a-hélice C-terminal

“ ” \\\ “Cola”

(‘cabeza”) N ( )
Mondémero

Dimero

Tetramero

\ 4

piei ikl e m‘{k 1] e 1 R S e ‘*ﬁ'lm i 1 AT LS
G L s et 1 e

Protofilamento

Filamento intermedio (conjunto de 8 protofilamentos)

Figura 1.3: Esquema de la polimerizacién de filamentos intermedios: Figura adap-

tada de (http://csls-text.c.u-tokyo.ac.jp/active/)

Los filamentos intermedios forman redes complejas dentro de las células, interac-
tuando con los filamentos de actina y microttibulos. Son abundantes en células bajo
tension fisica, tales como células epidermales, y en neuronas. En general los filamen-
tos intermedios son relativamente estables ya que los ciclos de polimerizacién y de-
polimerizacién son menos frecuentes que los observados para actina y microtibulos.
Sin embargo, cuando la célula atraviesa cambios importantes, como ser la divisién

celular, su degradacion y reconstruccién se vuelven muy activos [2].

1.1.3. Microtubulos

Los microtibulos son filamentos tubulares que se forman por el autoensamblado
de subunidades heterodiméricas de o y S-tubulina. Los dimeros se asocian longitudi-
nalmente en forma cabeza-cola para formar un protofilamento. Estos protofilamentos
luego se asocian lateralmente formando una hoja que se cierra para formar un tubo
cilindrico de diametro interno 18 nm y didmetro externo 25 nm. En general, los mi-
crotubulos se constituyen por 13 protofilamentos, aunque este nimero puede variar

en el rango 8-17, resultando en un arreglo helicoidal de los dimeros de tubulina [2].
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Los microtibulos son estructuras denominadas polares debido a que las unidades
que los componen (heterodimeros de @ y -tubulina) son asimétricas. Se denomina
el extremo positivo (+) del microtiibulo a aquél donde se observan répidos ciclos de
crecimiento o decrecimiento, mientras que el extremo negativo (—) presenta ciclos
lentos [2]. Otra consecuencia de la polaridad de los filamentos es la asimetria en su
superficie, tal como mencionamos para filamentos de actina, que es fundamental pa-
ra el transporte direccional de cargas. En muchos tipos celulares, estos filamentos se
organizan en forma estrellada: los extremos negativos se concentran en una estruc-
tura llamada centrosoma, cercana al nicleo de la célula mientras que los extremos

positivos se extienden hacia la periferia celular (figura 1.4) [3, 12].

microtubulo

Figura 1.4: Esquema de la organizacién de los microtibulos dentro de las célu-

las: Figura adaptada de [12]

La dindmica de polimerizacién/depolimerizacion de los microtibulos se encuen-
tra intimamente influenciada por un ciclo de eventos que involucran la unién e
hidrélisis GTP (figura 1.5). Durante la polimerizacién, las subunidades de tubulina
se encuentran unidas a una molécula de GTP, las cuales poseen un sitio de unién
altamente conservado para dicho nucledtido. Sin embargo, cuando el mismo se une
a a-tubulina queda practicamente atrapado en la interfase del dimero y no puede
ser hidrolizado, pasando a ser una parte integral de la estructura del heterodimero.
Por el contrario, dicho nucleétido en [S-tubulina, puede ser hidrolizado a GDP e
intercambiado en los dimeros solubles no polimerizados. Esta hidrélisis modula la
adicion de nuevos dimeros al filamento y conlleva a que los microtibulos se polime-
ricen mayormente a través del extremo positivo [13].

La dindmica de polimerizacién de los microtibulos es esencial para sus funciones
biolégicas ya que permite adoptar arreglos espaciales que pueden cambiar réapida-
mente en respuesta las necesidades de la célula e incluso en algunos casos realizar
trabajo mecénico [14]. Para llevar a cabo sus variadas tareas dentro de las células, la
red de microtiibulos se encuentra en continua remodelacién mediante un proceso co-
nocido como inestabilidad dindmica, en el cual los extremos positivos de filamentos

individuales cambian entre polimerizacion y depolimerizacién mediante la hidrélisis
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Figura 1.5: Esquemas de la polimerizaciéon y depolimerizacién de microtibu-
los: (A) Los microtiibulos estédn formados por heterodimeros estables de o y S-tubulina,
organizados en forma ”cabeza-cola* para formar protofilamentos. (B) La pared cilindrica
y helicoidal del filamento esté formada tipicamente por 13 protofilamentos paralelos. (C)
La polimerizacién y depolimerizacién de los microtubulos sucede a través de la unién,
hidrélisis e intercambio de una guanina en el monémero S-tubulina. Imagen modificada
de [13].

de GTP [14, 15]. La transicién de crecimiento a decrecimiento se denomina catéstro-
fe, mientras que el proceso inverso se conoce como rescate (figura 1.5C) [16].
Existen eventos en los cuales un microtibulo en etapa de polimerizacion colisiona
con otro microtubulo. En estos casos, el angulo relativo entre los filamentos deter-
mina si el microtibulo en crecimiento interactuard con el secundario, formando un
bundle o si experimentard un proceso de catastrofe [17]. Se ha demostrado que cuan-
do el dngulo de contacto entre ambos es pequeno (< 40°), el extremo positivo del
filamento se reorienta y continua creciendo paralelo al microtibulo que actia como
barrera, formando un bundle. Por otra parte, si el angulo es grande, el microtibulo

o bien cruza por encima del otro o se depolimeriza [18]. Este ultimo mecanismo se
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denomina catastrofe por encuentro (encounter-based catastrophe) y depende de la

fuerza que se opone a la polimerizacién del microtibulo [19].

1.2. Proteinas asociadas al citoesqueleto

En la célula, los microtibulos se encuentran decorados por proteinas asociadas
a microtibulos (MAPs, por sus siglas en inglés) que los estabilizan y promueven su
ensamblado [20]. También existen proteinas asociadas a los otros componentes del
citoesqueleto.

Algunas de estas proteinas tienen como funcién entrelazar filamentos entre si
(cross-linkers), como por ejemplo MAP65-1 y PRCI [21] asociadas a microtibulos
y las fascinas, asociadas a los filamentos de actina [22]. Estas proteinas son res-
ponsables de generar manojos de filamentos y también pueden alterar la dinamica
del citoesqueleto fijando segmentos y generando deformaciones locales [23]. Existen
ademas proteinas que conectan a los filamentos del citoesqueleto con otras estructu-
raras extra o intracelulares, como las integrinas [24], que tienen un papel importante
en la conectividad mecdnica de la célula y la transmision de fuerzas (por ejemplo,
mediando la adhesién celular al sustrato e intercelular).

Las MAPs pueden afectar las propiedades mecanicas de los microtibulos. En
particula, Samsonov et al. [25] mostraron que la unién de la proteina tau (la MAP
predominante en neuronas) varfa de acuerdo a la curvatura del filamento y sugirieron
que la interaccion del microtibulo con esta proteina podria afectar las propiedades
mecénicas locales del biopolimero. También, Felgner et al. [26] y Mickey y Howard
[27] demostraron que distintas MAPs, incluyendo tau, aumentaban la rigidez fle-
xural de microtibulos purificados. En un estudio mds reciente, Portran et al. [28]
mostraron que la MAP65/Asel de Arabidopsis thaliana tiene el efecto opuesto, ya
que reduce la longitud de persistencia de microtubulos in wvitro. Estos resultados
sugieren que los efectos de las MAPs en la mecanica de microtiibulos no pueden ser

generalizados a todo tipo y condicién celular.

1.2.1. Motores moleculares

Existen proteinas asociadas al citoesqueleto capaces de producir fuerzas, conoci-
das como motores moleculares. Son proteinas especializadas en transportar diferentes
biomoléculas y componentes celulares a lo largo de los filamentos del citoesqueleto
(filamentos de actina y microtibulos) hasta su destino final en el citoplasma [29-33].
Los motores moleculares también generan fuerzas que actian sobre el citoesqueleto
y afectan la mecédnica y organizacién interna de las células [21, 22, 34-37].

Estas proteinas motoras se dividen en 3 familias, las cuales comparten ciertas
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caracteristicas estructurales pertinentes a su funcién bioldgica: miosinas, kinesinas
y dineinas.

En la figura 1.6 mostramos un esquema de un motor con sus tres componentes
bésicos, comunes a todas las familias [38]. Los motores moleculares se unen a las
diferentes cargas a través de uno de sus extremos, interactuando directamente con
la membrana o complejos proteicos presentes en la misma. En el extremo opuesto, se
produce la unién del motor al filamento por medio de dos dominios globulares que
presentan actividad catalitica (dominios motores o cabezas globulares). Estos domi-
nios son capaces de unir e hidrolizar ATP y, por consiguiente, son los responsables

de generar la energia necesaria para inducir el movimiento a lo largo del filamento

[39).

unioén a la carga

~ motor molecular

union al filamento filamento

Figura 1.6: Esquema de la estructura de un motor molecular: Imagen adaptada
de [38]

Las familias de motores moleculares se diferencian por el tipo de filamento sobre
el cual realizan el transporte y su direccionalidad [40]. Los motores pertenecientes a la
familia de las kinesinas se unen a los microtubulos y se desplazan hacia sus extremos
positivos. Por otro lado, la familia de las dineinas agrupa un conjunto de motores
que se caracterizan por desplazarse hacia el extremo negativo de los microtubulos
[41]. Por ultimo, las miosinas constituyen una superfamilia de mas de 15 miembros
que conducen el transporte hacia el extremo positivo de los filamentos de actina
(excepto miosina VI, [42]) . En la figura 1.7 mostramos un ejemplo representativo
de motores que integran cada una de estas familias.

Las propiedades de los motores definen que estas moléculas puedan avanzar pro-
cesivamente a lo largo de los filamentos dando pasos discretos de tamanos nanométri-
cos en forma sucesiva. A modo de ejemplo, describiremos brevemente la dinamica
de pasos correspondiente a kinesina-1, uno de los motores moleculares mas caracte-
rizados.

Los pasos del motor kinesina-1 se encuentran coordinados en funciéon de un ciclo
de eventos que incluyen la produccién de energia por hidrodlisis de ATP a nivel de

las cabezas globulares (figura 1.8). Cuando el motor se aproxima a un microtibulo,
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Dominios motores

(A)Familia miosinas:  (B)Familia kinesinas: (C)Familia dineinas:
miosina V kinesina | dineina citoplasmatica

Figura 1.7: Familias de motores moleculares: Se muestra un motor representativo de

cada familia. Imagen adaptada de [43]

interactia con f-tubulina a través de los dominios cataliticos [44, 45]. Dichos domi-
nios quedan espacialmente dispuestos uno delante del otro. De esta forma, el avance
del motor se produce por el desplazamiento (o paso) de la cabeza retrasada por
sobre la cabeza delantera. La energia requerida para lograr este desplazamiento se
obtiene por la hidrolisis de ATP que ocurre en dicho dominio. Esta serie de eventos
se sucede en el tiempo permitiendo que el motor avance dando pasos discretos a lo
largo del filamento [39]. La kinesina se desplaza 8 nm en cada evento de hidrélisis
de ATP [46]; distancia denominada paso del motor.

La dindmica de los pasos de kinesina-1 es un claro ejemplo de lo complejo y fasci-
nantes que son los motores moleculares: maquinas biolégicas nanométricas, capaces
de convertir energia quimica (provista por la hidrélisis de ATP) en trabajo mecénico
[2].

Las dineinas y las miosinas comparten esta dinamica, dando pasos desplazando
sus cabezas globulares una delante de la otra. La procesividad y el tamano de los
pasos de dineina son mas irregulares que aquellos de kinesina [41, 47-49]. Se han
reportado tamanos de pasos para estos motores en el rango 4-32 nm [50]. Algo
similar ocurre con la miosina VI, cuyos pasos se encuentran en el rango 21-51 nm
[51].

Debido a la alta viscosidad del citoplasma (10% — 10* veces la viscosidad del
agua [2, 52]) y a la alta densidad de organelas, biomoléculas de diveros tamanos y
macromoléculas (conocido como crowding molecular), los motores moleculares deben
generar fuerzas que superen el arrastre generado para poder transportar cargas a
través del citoplasma.

Las tasas cinéticas en el ciclo de generacion de fuerzas de un motor pueden
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Figura 1.8: Pasos del motor kinesina-1: (A) En solucién, ambas cabezas globulares
presentan ADP unido en su sitio activo. (B) Cuando una de ellas interactia con el mi-
crotibulo su sitio activo es rdpidamente ocupado por ATP. (C) Se genera una interaccién
fuerte entre el nicleo catalitico y el cuello conector: transicién rojo-amarillo. (D) Este
evento promueve la unién de la otra cabeza en el siguiente sitio de unién del microtibulo,
generando un estado intermediario donde ambas cabezas se encuentran simultdneamente
unidas al filamento quedando ubicada una delante la otra. (E-F) La hidrélisis de ATP en
la cabeza trasera genera un cambio conformacional que debilita la interaccién con el mi-
crotibulo y la unién del dominio con su cuello conector. (G) Esto permite que la cabeza se
desplace hacia adelante y por medio de una exploracién local difusiva sobre el microtiibulo

encuentre el siguiente sitio de unién ubicado a 16 nm. Imagen modificada de [39]

depender de la carga (Fp) a la que se ve sometido [53]. La figura 1.9 muestra el com-
portamiento tipico de la velocidad de un motor en funcién de Fp, en este caso para
kinesina. Se observa que la velocidad del motor disminuye a medida que aumenta la
carga ya que la probabilidad de kinesina de dar un paso decrece con la fuerza opues-
ta. En el limite de v = 0 se determina la carga maxima a la que puede oponerse
un motor, la cual se conoce como stall force y se asocia con la maxima fuerza que
puede generar el motor. Este valor puede variar dependiendo de la concentracion de
ATP y del tipo de motor.

Se ha medido la stall force para los distintos motores in vitro utilizando técnicas
como las pinzas épticas. Por ejemplo, para las kinesinas se han reportado valores

en el rango 5-7 pN [41, 54]. Para miosina V este valor ronda los 3 pN y para las
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Figura 1.9: Velocidad vs. Carga para kinesina I: El (M) ilustra el valor de la stall

force para este motor. Imagen modificada de [53]

dineinas es 1.1 pN [55].

Dentro de las células estos valores se ven modificados, por ejemplo, se ha medido
la fuerza requerida para detener un motor de kinesina-1 en embriones de mosca y
se obtuvo un valor ~2.5 pN [56]. Al evaluar el transporte mediado por dineina de
gotas lipidicas en células de Drosophila se hallaron valores tipicos de stall force de
3.3 y 5.5pN, multiplos del valor obtenido para un motor individual. Esto sugiere
fuertemente que el movimiento de la carga es llevado a cabo por miltiples motores
de dineina [41].

Numerosos trabajos sugieren que el transporte activo de cargas dentro de las
células es mediado por multiples motores [41, 50, 57, 58]. De esta forma se logran
trayectorias mas procesivas, recorriendo distancias mayores y una mayor generacion
de fuerzas.

Las fuerzas generadas por los motores son necesarias para diversos procesos ce-
lulares ademas del transporte de cargas. Por un lado, la kinesina-1 es capaz de
producir fuerzas que separan conjuntos de microtibulos unidos por cross-linkers
como la MAP65-1 y PRC1 [21]. En células grandes, la fuerza provista por la poli-
merizacién de los microtibulos tiene escaso efecto en el posicionamiento del nticleo,
y la mayor parte de las fuerzas son generadas por dineina en forma directa (tiran-
do o empujando los microtibulos) o indirecta (transportando cargas que generan
un arrastre por la viscosidad del citoplasma) [36]. Las fuerzas producidas por las
dinefnas también son capaces de posicionar el centrosoma [59].

Los filamentos de actina presentan dinamicas colectivas e individuales asociados
a la fuerza realizada por miosina-I1. Este motor puede ejercer suficiente fuerza como

para romper los cross-links de fascina y asilar los filamentos [22].
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1.3. Microscopia de fluorescencia

Con el advenimiento de las sondas fluorescentes, el estudio del citoesqueleto en
células vivas cobré impulso ya que fue posible visualizar los filamentos en su entorno
natural de una forma muy poco invasiva [60, 61].

Un microscopio de fluorescencia esta equipado con fuentes de alta intensidad
que emiten luz en el espectro visible. La mayoria de estos microscopios utilizan un
montaje conocido como epifluorescencia, en el cual se utiliza al objetivo tanto como
condensador de excitacién como colector de fluorescencia (figura 1.10) [62].

Se selecciona el rango de longitud de onda de excitacién (\.,) mediante un filtro
colocado a continuacién de la fuente, que limita la transmisién de la luz a un espectro
angosto de longitudes de onda. La luz luego incide en un espejo dicroico y es reflejado
a través del objetivo hacia la muestra. La fluorescencia emitida es colectada por el
objetivo y luego atraviesa el espejo dicroico. Un filtro de emision permite seleccionar

el rango espectral de los fotones que serdn colectados (figura 1.10).

Filtro de excitaciéon = == Filtro de

‘ N E emisién
'7‘*1 Espejo dicréico j
—]

Fuente de luz

| — — | I
Objetivo
N g
[ ' | Muestra [ '
Excitacion Emisién

Figura 1.10: Microscopia de epifluorescencia Se muestra el camino 6ptico de en
haz incidente (excitacién) a la izquierda y el de la fluorescencia colectada (emisién) a la

derecha. Imagen adaptada de (http://microscopy.berkeley.edu/courses/tlm/fluor/).

En el desarrollo de esta tesis, utilizamos diversos sistemas de microscopia de
fluorescencia para adquirir imagenes del citoesqueleto y otros componentes celulares.
En microscopia de campo amplio (wide field) se ilumina una regién amplia de la

muestra y se colecta fluorescencia de las moléculas en el volumen excitado. Esto
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resulta en una imagen generada por rayos provenientes de planos secundarios (i.e.
distintos al plano focal) que reduce el contraste de la imagen [62].

Por otra parte, en un microscopio confocal se aumenta el contraste rechazando la
luz que viene de planos fuera de foco. Esto se logra agregando una apertura confocal
o pinhole al camino 6ptico previo a la coleccién de la fluorescencia emitida [63, 64].
El radio del pinhole determina la profundidad del volumen focal observado. Ademas
de aumentar el contraste en el plano de observacion, los microscopios confocales
permiten la obtencion de imagenes tridimensionales, muestreando distintos planos en
la direccién z (i.e. el eje éptico) con mayor resolucion y realizando una reconstruccién
3D del conjunto de planos. La figura 1.11 ilustra el funcionamiento de un microscopio

confocal.

S Y - R e R e S ) - Plano focal
Objetivo
Espejo
dicroico
Lente
Pinhole
i Detector i
Fluorescencia Fluorescencia fuera
del plano focal del plano focal

Figura 1.11: Esquema del principio de funcionamiento de un microscopio confo-
cal: Un haz colimado de luz incidente (azul) incide sobre la muestra, haciendo foco en un
plano. La imagen de la izquierda muestra la emisién de fluorescencia de un punto del plano
focal enfocada a través del pinhole. La intensidad detectada de este punto serd maxima.
La imagen de la derecha muestra un caso donde la fluorescencia emitida proviene de un
punto fuera del plano focal y que no es enfocada a través del pinhole y por lo tanto muy

pocos fotones alcanzard el detector.

En la figura 1.12 mostramos imagenes de la red de microtibulos de una célula
melandfora obtenidas utilizando ambas técnicas, con el fin de ilustrar la diferencia

en nitidez y contraste.
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Figura 1.12: Comparacién de imagenes obtenidas con microscopia de campo
amplio y confocal: Imagenes representativas de microscopia de campo amplio (A) y
confocal (B) de una célula melanéfora de X. laevis donde ha sido marcada la red de

microtibulos. Barras de escala: 8 pm

1.3.1. Resolucion de un microscopio 6ptico

La resoluciéon de un microscopio éptico se encuentra limitada por la difraccién
de la luz. Se define resoluciéon como la minima distancia a la que se encuentran
dos objetos puntuales tal que los mismos puedan ser distinguidos como entidades
separadas en la imagen [62].

El patron de difraccién obtenido al observar un objeto puntual a través de un
microscopio éptico lleva el nombre de disco de Airy [62]. La figura 1.13 muestra un
ejemplo de este patron. La distribucion de intensidad del disco de Airy puede ser
descripta por medio de una funcién conocida como funcién de dispersiéon de punto
(Point Spread Function, PSF) [62].

Intensidad

Posicion x o y

Figura 1.13: Difraccién de una fuente puntual: (A) Imagen de una fuente puntual
observada a través de un microscopio: discos de Airy. (B) Perfil de intensidades: funcién

distribucién de punto (PSF). Imagen adaptada de [62].

Cada fuente puntual de luz observada a través de un microscopio genera su propio

patrén de difraccion, generando una imagen correspondiente al disco de Airy. Para
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definir la resoluciéon, nos referimos al criterio de Rayleigh que dicta que la minima
distancia a la cual se pueden resolver dos fuentes cercanas es aquella en la cual el
maximo del patrén de una conincide con el primer minimo de difraccién de la otra.
Este criterio se encuentra ilustrado en la figura 1.14 [62].

La resolucién, por tanto, viene dada por el radio del primer disco de Airy, que
para un microscopio de epifluorescencia se define como:

0,61\

donde A es la longitud de onda y N A es la apertura numérica del objetivo utilizado
[62].

Por ejemplo, la resolucién en el caso de un objetivo tipico de microscopia, con
una apertura numérica de 1.35 trabajando con luz en el rango visible (A = 500 nm),
es del orden de 220 nm.

Resueltos

AN

1
B}
(1 No
1 resueltos

Figura 1.14: Criterio de Rayleigh para la resolucién 6ptica: Se muestran ejemplos
de imagenes y perfiles de intensidad de dos fuentes puntuales resueltas (A), en el limite

de resolucién (B) y no resueltas (C). Imagen adaptada de [62].

En el desarrollo de esta tesis, también tuvimos la posibilidad de utilizar una
técnica de microscopia de super-resolucién llamada STORM (Stochastic Optical Re-
construction Microscopy, [65]). Brevemente, esta técnica se basa en la activacién
secuencial y localizacién de fluoréforos individuales. Se marca la estructura con
una sonda fluorescente (idealmente de alto brillo molecular y alta tasa de photos-
witching) y se colecta un gran nimero de imégenes de campo amplio donde s6lo
algunos fluoréforos por imagen emiten. Luego, se aplican técnicas de deconvolucion
para localizar las posicion del maximo del patrén y obtener asi las posiciones de los
fluordforos con resolucién sub-pixel. Finalmente, se mapean estas posiciones a una

imagen final donde se suman las contribuciones de todas las imagenes colectadas.
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Una imagen de STORM puede presentar una resolucién en el rango 5-20 nm [66]
(figura 1.15).

A =

Figura 1.15: STORM: (A) Ilustracién del funcionamiento de la técnica. Imagen adaptada
de [67]. (B) Ejemplo de reconstruccién. Imagen de campo amplio de una muestra (Arriba).
Se muestran posiciones de fluoréforos recuperadas en distintas imagenes (puntos naranjas)
y finalmente la imagen inferior muestra la reconstruccion STORM. Imagen modificada de

(http://www.futura-sciences.us/dico/d/physics-palmstorm-microscopy-50003843/).

1.4. Tracking de filamentos a partir de imagenes

de microscopia de fluorescencia

Existen numerosos algoritmos para el seguimiento (tracking) con precisién na-
nométrica de particulas individuales de geometria tipo-esférica [58, 68, 69]. En con-
traste, recuperar las posiciones de un filamento que se encuentra continuamente
cambiando su forma y posicion es extremadamente dificil.

Las técnicas para localizar particulas fluorescentes se basan en una deconvolucién
del patron de difracciéon que, como mencionamos antes consiste en localizar el centro
o centroide del patrén de intensidad, como se muestra en el esquema de la figura
1.16. Al analizar filamentos extensos en el espacio, se obtiene una combinacién de
los patrones de difraccion de varios fluoréforos ubicados en distintas posiciones a lo
largo del filamento (figura 1.16) lo cual dificulta la deconvolucién de la imagen.

Un factor que puede limitar la localizacion de particulas es la relacion senal a
ruido (S/N) definida segin la ec. 1.2:

<I,>—<1I>

S/N = (1.2)

Onoise

donde I, e I, son las intensidades de la senal y del fondo, respectivamente, <>
representa un promedio v 0,05 €S la desviacion estandar de la senal de fondo.
Dentro de las células, la S/N suele ser pobre como veremos mas adelante en el

capitulo 3. Esta caracteristica, combinada con el complicado patrén de difraccion
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generado por filamentos fluorescentes, hace que recuperar sus posiciones dentro de
células vivas resulte un desafio importante.

Para poder estudiar las propiedades de los biofilamentos que conforman el ci-
toesqueleto, es necesario extraer informacién cuantitativa en cuanto a su posicion,
deformacién y movimiento global a partir de imagenes de los mismos. Sin embargo,
debido a la geometria asimétrica de estos polimeros, que presentan una dimension
de mayor extension, no es trivial el proceso de obtencion de sus posiciones con alta
precisién. Los microtibulos, por ejemplo, tienen un didmetro sub-resolucion éptica

y una longitud de varios micrémetros.

microscopio
. —

A —
deconvolucion

/

* Fuente « Imagen limitada « Perfil de
puntual por difraccion intensidades
microscopio
——
=

deconvolucion?

+ Filamento formado
por muchas fuentes
puntuales

Figura 1.16: Localizacién de particulas: Esquema mostrando una fuente puntual de
luz (ej. un fluoréforo) y una combinacién de fuentes puntuales, como aquella esperada

para un filamento unido a varios fluoréforos.

Varios autores han propuesto métodos para recuperar las posiciones de filamentos
fluorescentes. En particular, Gittes et al. [70] disefiaron una rutina que se basa en
localizar un pequeno conjunto de puntos en imagenes de un filamento polimerizado
in vitro (figura 1.17). Este método requiere la seleccién manual de un conjunto de

10-15 puntos en cada cuadro de la pelicula. Luego, los puntos son interpolados para
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lograr 100 puntos equiespaciados y de esta forma obtener un analisis pesado por la
longitud de los filamentos. En su trabajo, los autores aplican la rutina a imégenes de
filamentos de actina y microtibulos obtenidas por microscopios 6pticos adaptados
para DIC (Differential Interference Contrast) y microscopia de fluorescencia. Los
autores reportan un error de ~ 0,8 % en la longitud del filamento. Sin embargo, este
método sdlo provee las formas aproximadas de los filamentos y la resoluciéon no es

sub-pixel, como los métodos que describiremos a continuacién.

Figura 1.17: Filamentos aislados in wvitro: Ejemplo de las imédgens analizadas por
los algoritmos que funcionan para filamentos in vitro aislados [70-74]). En este caso se
muestra una serie temporal de un filamento de actina marcado con rodamina faloidina.

Imagen adaptada de [71]

Kas et al. [71] también analizaron imagenes obtenidas mediante microscopia de
fluorescencia de campo amplio y microscopia confocal de filamentos fluorescentes
aislados in vitro, tales como los mostrados en la figura 1.17. La rutina propuesta en
ese trabajo es semi-automatica: requiere la seleccion de puntos en los extremos del
filamento, para indicar al algoritmo dénde debe finalizar su buisqueda de coordena-
das, y de un punto intermedio sobre el filamento donde inicializa dicha busqueda. La
rutina extrae perfiles de intensidad alrededor del punto de inicializacién, los ajusta a
un modelo cuadratico y selecciona aquel en el cual la pendiente del ajuste es mayor.
La orientacion de dicho perfil representa la direcciéon perpendicular al filamento. Se
definen las coordenadas zy como el maximo del ajuste obtenido. Esto también de-
fine un angulo tangente al filamento en la posicién analizada, el cual se utiliza para
dirigir la bisqueda al siguiente punto. Los autores reportan un error de 11 nm para
la recuperacién de posiciones de filamentos a partir de imagenes de fluorescencia.

Janson et al. [72] usaron microscopia DIC para estudiar los cambios de forma de
filamentos aislados in vitro (figura 1.18A). Con este fin, seleccionaron microtibulos
que crecian en la direccién ortogonal a la del méaximo contraste, resultando en un

estudio de filamentos orientados principalmente en la direccién horizontal. Como
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Figura 1.18: Ejemplos de anélisis de perfiles de intensidad: Dos métodos de anélisis
de perfiles de intensidad perpendiculares a los filamentos utilizados en rutinas de tracking.
(A) Rutina desarrollada por Jansen et al. [72]. I) Imagen DIC parcialmente analizada:
la linea negra corresponde a las posiciones recuperados por el algoritmo y la linea roja
es el perfil de intensidades analizado en este ejemplo. Barra de escala: 5 pm. II) Perfil
de intensidades correspondiente a la columna de pixeles marcada en rojo en I. III) Fun-
cién seno utilizada como kernel de convolucion, para modelar el gradiente de grises de la
imagen. IV) Resultados de la convolucién: La linea gris corresponde a la convolucién del
perfil mostrado en II. Las lineas negras son los resultados de la convoluciéon de 9 colum-
nas verticales de pixeles a cada lado del perfil analizado. Imagen adaptada de [72]. (B)
Rutina desarrollada por Brangwynne et. al [73]. I) Luego de binarizar y tratar la imagen
con métodos computacionales se obtiene un esqueleto del filamento que es ajustado a un
polinomio (—). Se muestran esqueméticamente algunos perfiles perpendiculares al ajuste.
IT) Perfil de intensidades perpendicular al filamento extraido de la imagen de fluorescencia
sin procesar (M) y de la imagen filtrada para reducir el ruido (O). El perfil de la imagen

filtrada es ajustado a una Gaussiana (—). Imagen adaptada de [73].

consecuencia, la imagen DIC del filamento presenta un gradiente de grises perpen-
dicular al mismo, tal como muestra el panel superior de la figura 1.18A. Esta rutina
requiere de la seleccion manual del punto de inicializacion, sobre el extremo izquier-
do del filamento que se desea analizar. Para hallar las coordenadas del filamento,
extrae un perfil de intensidades vertical de 60 pixeles alrededor de la posicion x
analizada. Dicho perfil es convolucionado con un periodo de la funcién seno y se

define la posiciéon y del centro del filamento como la posicion del maximo de los
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datos convolucionados (figura 1.18A). Luego, pasa a la siguiente posicién horizontal
donde se analiza el perfil de intensidades alrededor de la posicién corregida obtenida
en la iteracién anterior. Este sistema de tracking requiere que los filamentos estén
aislados y tengan una forma relativamente recta para su buen funcionamiento, lo
cual es posible en condiciones in vitro, pero no es el caso de los filamentos hallados
en el entorno celular.

Brangwynne et al. [73] también diseniaron un método de tracking de filamentos
fluorescentes aislados in vitro (figura 1.17) que, como primer paso, consiste en bina-
rizar la imagen del filamento mediante la aplicaciéon de un umbral de intensidades
a la misma. Luego, la imagen binaria se trata con métodos computacionales; ero-
sionando pixeles positivos pero manteniendo la conectividad de cluster, para lograr
una curva de un pixel de ancho, este proceso es llamado esqueletizacion. Se les apli-
ca un ajuste polinémico a las posiciones definidas por esta curva y las coordenadas
ajustadas son utilizadas sobre la imagen de fluorescencia original. Para refinar la
posicion del filamento se extraen perfiles de intensidad perpendiculares a la funcién
ajustada y se les aplica una deconvolucién gaussiana (figura 1.18B). Los autores han
reportado un error de 20 nm en la recuperaciéon de las posiciones de los filamentos.
En un trabajo posterior [35] utilizan una adaptacién de esta rutina para recuperar
las posiciones de microtibulos fluorescentes estdticos en regiones de células donde
fue posible aplicar el umbral de intensidad sin perder informacién del filamento.

Por otro lado, Ruhnow et al. [75] reportaron un método de localizacién de fi-
lamentos in vitro que consiste en la binarizacion, esqueletizacién y segmentacion
de imégenes de fluorescencia de filamentos. La figura 1.19 detalla los pasos segui-
dos por el algoritmo. Una ventaja de esta técnica es que reconoce autométicamente
y reproduce tanto elementos puntuales, como filamentos cortos e intersecciones de
filamentos de mayor longitud.

Finalmente, Valdman et al. [74] propusieron un método que considera la forma
del biopolimero como un contorno expandido en una base ortogonal de polinomios.
Este tltimo enfoque tiene la ventaja de ajustar la imagen completa del filamento y
por lo tanto es menos sensible a heterogeneidades en la intensidad de fluorescencia
del mismo. Sin embargo, requiere una buena relacién S/N, y sélo permite localizar

filamentos rigidos y aislados.
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Figura 1.19: Método automatizado de Ruhnow et al: Esquema del funcionamiento
del método, donde se muestran todas las etapas de manipulaciéon de la imagen hasta
obtener las coordenadas del filamento. Los recuadros de diferentes colores indican las
distintas estructuras que reconoce el algoritmo: filamento corto ([J), particula puntual
(), extremo de filamento (0), centro de filamento (1) e interseccién de filamentos (7).

Imagen adaptada de [75].

La tabla 1.1 resume las caracteristicas de los métodos de tracking de biofilamen-

tos discutidos en esta seccion.

Autores/referencia| Filamentos | Automatizado| Bases

analizados

Gittes et al.
[70]

1993

in vitro, aisla- | No

dos

Seleccién manual de puntos

sobre la imagen

Kas et al 1996 [71] in vitro, aisla- | Semi Anélisis de perfiles sin apli-
dos cacién de umbral
Janson et al. 2004 || in vitro, aisla- | Semi Analisis de perfiles sin apli-
[72] dos cacién de umbral
Brangwynne 2007 | in vitro, aisla- | Si/Semi Anélisis de perfiles con apli-
[73] dos/ in wivo, cacién de umbral
estaticos
Ruhnow et al. 2011 | in vitro Si Segmentacion y ajuste de

[75]

la imagen segun razagos
geométricos, con aplicacion

de umbral

Valdman et al. 2012
[74]

in vitro, aisla- | Si

dos

Ajuste del contorno comple-

to sin aplicacion de umbral

Tabla 1.1: Algoritmos de tracking de filamentos: Resumen de las caracteristicas de

los algoritmos de tracking de filamentos descriptos.
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1.5. Propiedades mecanicas de los filamentos del

citoesqueleto

1.5.1. Modelo de varilla semiflexible

Las varillas semiflexibles son un buen modelo para comprender la mecanica de
los biopolimeros que constituyen el citoesqueleto. Utilizando las teorias descriptas
para estos cuerpos, podemos comprender la respuesta de los filamentos del citoes-
queleto ante fuerzas mecanicas e hidrodinamicas que pueden determinar diferentes

respuestas biolégicas.

1.5.2. Rigidez flexural

Consideramos una varilla de largo L a la que se le aplica una fuerza de compresién
pequena. Se define el radio de curvatura, R, en un punto de la varilla como el radio de
la mayor circunferencia tangente a ese punto (figura 1.20), a partir de esta definicién,

la curvatura se define como k = 1/R y es proporcional al torque [2]:

1
M = El— 1.3
3 (13)

donde ET es la rigidez flexural de la varilla, una propiedad que depende tanto del

material como de la geometria.

Figura 1.20: Radio de curvatura: Esquema mostrando la flexién de una varilla al ser

sometida a fuerzas de compresiéon y representando su radio de curvatura.

El concepto de rigidez flexural es aplicable a cualquier tipo de varilla, sin pre-
suponer que sea isotropa y homogénea ni de seccion circular. Es una constante de
proporcionalidad entre el momento aplicado y la deformacién de la varilla. En ge-
neral, si la varilla no es isétropa o no tiene seccién circular, EI dependera de la

direccion en la cual se curve.
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Para un material isétropo y homogéneo, la rigidez flexural se puede separar en
dos términos: el médulo de Young, E, que es una propiedad del material; y el segundo
momento de inercia de la seccién, I, determinado por la geometria de la varilla [2].

Para un biopolimero, como un microtibulo o filamento de actina, EI depende
de las interacciones entre las subunidades de polimero [76]. Hemos mencionado que
los filamentos del citoesqueleto tienen simetria helicoidal. Por este motivo, para un
filamento desnudo (i.e. sin proteinas asociadas) la rigidez flexural no depende de la

direccion hacia la cual se curva.

1.5.3. Ecuacidon de la elastica de una varilla

Dado un filamento cuyas coordenadas cartesianas son (x,y), puede realizarse un
cambio de variables a las coordenadas (s, ) que representan la longitud de arco y
angulo tangente (figura 1.21). Estas coordenadas se relacionan con las coordenadas

cartesianas segun:

d

d_i = cosf

d_y = sin@ -
ds

Figura 1.21: Coordenadas de un filamento: Esquema de un filamento mostrando la

coordenada s a lo largo del contorno y 6(s), el dngulo tangente al filamento en cada punto.

Toda la informacién acerca de la forma del filamento se encuentra en la parame-
trizacién 6(s). Para un segmento de radio de curvatura R, la curvatura se expresa
como:

% _ }l% (1.5)
Utilizando estas relaciones, podemos reescribir la ec. 1.3:
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de 1
) = M) (16)

De esta forma obtenemos una ecuacién en funcién de las coordenadas (s,0) de

donde podemos evaluar la rigidez flexural de la varilla.

1.5.4. Ecuacion de Euler

Cuando se aplica una fuerza de compresién de magnitud mayor a un determi-
nado umbral sobre una varilla semiflexible, ésta se flexionara. Este fenémeno de
inestabilidad elastica se presenta en estructuras cilindricas largas, tales como los
microtibulos. La fuerza umbral se denomina fuerza critica o de Euler, F,.. La misma

depende de las propiedades mecanicas y geométricas de la varilla y se define como
[77]:

P = a% (1.7)
donde L es la longitud y ET la rigidez flexural, a es una constante que depende de
las condiciones de borde, esto es, si la varilla se encuentra libre o restringida en sus
extremos. Una vez superado este umbral la barra se flexiona y ofrece poca resistencia

a seguir deforméandose.

1.5.5. Longitud de persistencia de biopolimeros

Hemos mencionado que el citoesqueleto esta compuesto por 3 tipos de biopolime-
ros: los filamentos de actina, los filamentos intermedios y los microtibulos. Un
parametro cominmente usado para caracterizar la flexibilidad de un polimero es

la longitud de persistencia (Ip), definida como [2]:

_ EI
 kgT

donde ET es la rigidez flexural, kg es la constante de Boltzmann y 7' la temperatura.

Ip (1.8)

De esta forma, la longitud de persistencia resulta de la competencia entre la rigidez
flexural de un polimero y la magnitud de las fuerzas térmicas a las que se ve sometido.

Formalmente, esta longitud define la distancia a partir de la cual la orientacién de
dos vectores tangentes al contorno de un filamento se encuentran descorrelacionados
[2]. En dos dimensiones, el promedio del coseno de 6(s)—6(0) decae exponencialmente

a medida que s aumenta. La longitud de persistencia se define entonces:

(cos (B(s) — 0(0))) = e*/2W (1.9)
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La figura 1.22 ilustra cémo la relacién entre la escala de observacion (en este
caso L, la longitud del filamento) y la longitud de persistencia, define si el filamento

se comporta como una barra rigida, semiflexible o entrépica [78]:

» Si lp/L << 1, la energia térmica es suficiente para flexionar al filamento

sustancialmente, generando una forma enredada, como una cadena flexible.

» Para lp/L ~ 1 se define el régimen de semi-flexibilidad, en este caso la energia

térmica es suficiente para producir deformaciones de baja longitud de onda.

» Silp/L >> 1, las fuerzas térmicas no son capaces de deformar significativa-

mente al filamento, presentando una conformacién de barra rigida.

Una manera directa de determinar la longitud de persistencia es estudiar cuanti-
tativamente las formas de un conjunto de filamentos idénticos, ajustando los cambios
en su orientacién utilizando la ecuacion 1.9. Sin embargo, si los filamentos no pre-
sentan gran deformacion o si los datos que describen la forma son ruidosos, este
procedimiento no arroja resultados consistentes.

Un método alternativo desarrollado por Gittes, Mickey y Howard [70] consiste
en utilizar la descomposicion de Fourier de la forma de los filamentos y analizar
la contribucién de los distintos modos en un contexto de equilibrio térmico. Este
método, que sera descripto en detalle mas adelante, ha sido implementado para

determinar la longitud de persistencia de microtibulos y filamentos de actina [70].

Cadena flexible

Barra rigida Ip/L >> 1
e e e e e e e e

Figura 1.22: Longitud de persistencia: La forma de un polimero depende de la relacién
entre la escala en la cual se lo observa y la longitud de persistencia.Figura adaptada de
[78].
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Biofilamento Longitud de per- | Longitudes tipi- | ip/L
sistencia (Ip) cas (Lc)

ADN 35nm [79] 10pm-10cm [80] <<1

Filamentos Intermedios 1-3um [81-83] 1-30pm <1

Filamentos de actina 0.1-1pm [84] 0.1-10um [85, 86] ~1

Microtubulos 2mm [87] 1-30um >> 1

Tabla 1.2: Longitud de persistencia de biofilamentos

En la tabla 1.2 se incluyen las longitudes de persistencia medidas para diversos
biopolimeros, incluyendo los filamentos del citoesqueleto. Los filamentos de actina
se encuentran dentro del régimen semi-flexible, por otro lado, los microtibulos pre-
sentan una longitud de persistencia 2-3 érdenes de magnitud mayor que los tamanos

celulares y por lo tanto pueden considerarse rigidos en estas escalas espaciales.

1.5.6. Determinacién de la longitud de persistencia a partir

de la descripcion de Fourier

La parametrizacién 6(s) de la forma de un filamento se puede expresar como una

superposicién de modos de Fourier [70]:

6(s) = g@n(s) = \/% gan oS (?) (1.10)

donde a,, es la amplitud del modo n.

Es importante mencionar que la elecciéon de modos de funcion coseno es arbitraria
y con el fin de optimizar los recursos computacionales, pueden obtenerse los mismos
resultados utilizando funciones seno o modos combinados.

A partir de la descripcion de Fourier de la forma de un filamento semiflexible de
longitud L es posible hallar la energia eldstica almacenada y asociarla a la rigidez
de la misma [70].

Si tenemos una varilla flexible confinada a deformarse en un plano, su forma
estd completamente descripta por 6(s) y su curvatura por dfl/ds. Cuando la varilla
se flexiona por la accién de una fuerza, almacena energia eldstica que restablece su
forma original luego de liberada la fuerza. Si el radio de curvatura es lo suficiente-
mente grande, podemos aplicar la ley de Hooke a un filamento semiflexible con la
constante elastica definida por su rigidez flexural, EI. De esta forma, definimos la

energia eldstica por unidad de longitud como [70]:

ds 2

dU 1 o doo\?
— El(ds ds) (1.11)
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donde 6°(s) es la forma del filamento relajado sin fuerzas aplicadas. Integrando sobre

la longitud total, L, obtenemos la energfa total (U):

1 L do  de°\?
= —FI _—— 1.12
v 2 /0 ds (ds ds) (1.12)

Con la expansién para la forma dada por la ec. 1.10 obtenemos una expresién

para U en funcién de las amplitudes de los modos, a,,:

R 2
U = JEI ; (%) (an — a2)” (1.13)

donde a® representa la amplitud en ausencia de fuerzas y toma un valor distinto de
cero cuando el filamento relajado no es completamente recto [70]. El modo de orden
0 no se encuentra en la definiciéon de U ya que representa la orientacién promedio del
filamento y no contribuye a la energia elastica. Segin el teorema de equiparticién
[88] cada término cuadratico de la ec. 1.13 contribuye un promedio de 1/2 kg7 (con

kp la constante de Boltzmann y T la temperatura), luego:

var(a,) = <(an—a2)2> - kg—IT <£>2 (1.14)

nm

aqui <> representa un promedio de ensamble. Debido a que no hay términos cru-

0

. 1o estan correlacionadas para distintos valores

zados en U, las cantidades a, — a
de n.

Reescribiendo la ec. 1.8 utilizando la ec. 1.14 se tiene:

L2

n?m2var(a,)

Ip = (1.15)

Esta ecuacion muestra que utilizando la descomposicién de Fourier de las formas
de los filamentos, es posible calcular su longitud de persistencia. La expresion 1.15
puede ser reescrita como:

var(a,) = L1 (1.16)

g
donde g, = nm/L es el vector de onda para un filamento de longitud L.

Este método ha resultado robusto para determinar la longitud de persistencia de
microtibulos y filamentos de actina in vitro [70].

Dentro de las células, de tamanos tipicos de decenas de micrones, los microtibu-
los presentan una gran variedad de formas y curvaturas. Sin embargo, si nos basamos
en la longitud de persistencia medida para estos filamentos in vitro esperariamos un
comportamiento rigido de los mismos a estas escalas, lo cual sugiere que otras fuer-
zas ademas del ruido térmico contribuyen a la deformacion y distribucién de formas

los microtibulos. Més adelante volveremos sobre este punto.
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1.5.7. Calculo de curvaturas mediante un analisis de Fourier

de las formas de los filamentos

Hemos definido previamente la curvatura de un filamento como x = df/ds (ec.
1.5). Una vez realizada la descomposicién de Fourier de 6(s), podemos hallar una
expresion para su derivada en forma directa. Es por esto que resulta natural extender
el analisis en modos de Fourier para estimar la distribucion de curvaturas. De esta
forma obtenemos la siguiente férmula para la curvatura, expresada en modos de
Fourier [89]:

ols) = [ 22

V7 e () (") (1.17)

De esta forma, se puede calcular la curvatura en cada posicion del filamento y
producir una distribucién de curvaturas. Para asignarle un valor de curvatura a un
filamento se toma el promedio sobre toda su longitud: £k =< k(s) >.

Bicek et al. [89] utilizaron este método para calcular las curvaturas de microtibu-
los fluorescentes en células epiteliales. Recuperaron distribuciones de curvaturas que
luego contrastaron con aquellas de filamentos simulados. A partir de este analisis
llegaron a la conclusion que la distribuciéon de las curvaturas puede proveer infor-
macién acerca de los procesos que producen la deformacién de los filamentos. Por
ejemplo, si los filamentos fueron sometidos a fuerzas térmicas, la distribucion tendra
una forma Gaussiana. Por otra parte, si se aleja de una distribucién normal, los

filamentos se encuentran bajo la accién de otras fuerzas [89].

1.5.8. Buckling de microtibulos

Uno de los aspectos interesantes al estudiar microtibulos en células vivas son los
eventos dinamicos conocidos como buckling en los cuales una regién del microtibulo
se curva subitamente y luego relaja su forma més lentamente [23, 90, 91]. El andlisis
de estos eventos puede ayudar a comprender cémo distintas fuerzas dentro de la
célula modelan al citoesqueleto, por lo que seran estudiados en detalle en esta tesis.

Se han propuesto distintos mecanismos capaces de producir buckling de mi-
crotubulos. La figura 1.23 muestra esquematicamente cada uno de ellos, éstos son:
polimerizacién de los filamentos, contraccién de acto-miosina y la accién de motores
moleculares asociados a microttibulos [23, 34].

Las fuerzas de polimerizacién pueden generar eventos de buckling de acuerdo al
modelo ilustrado en la figura 1.23A. En este modelo, el microtibulo crece presio-
nando una barrera (por ejemplo la membrana u otro filamento) que puede ser rigida
[92] o flexible [93], agregando subunidades que aumentan su compresion. Esto genera

que el filamento se flexione, al superar su fuerza critica [94]. Las fuerzas producidas
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en este proceso estan en el rango de 2-5 pN [23, 92, 93]. Sin embargo, otros autores
sugieren que cuando el microtibulo se polimeriza en contra de un obstaculo se des-
encadena una catéstrofe que relaja al filamento antes de que se deforme [19], por lo

cual este mecanismo no seria el principal causante de eventos de buckling.

A

Polimerizacién Adicién de Adicién de
subunidades \ g subunidades

/J Vi
e

|

‘/
f/f//f! il
+

B

Contraccién de acto-miosina

—_—
+ = + + = +
Fuerzas de motores moleculares asociados a microttiibulos

v T

motor asociado a

I miosina Il . carga ‘microttbulos : cross-link
(dineina, kinesina)

Figura 1.23: Ilustraciéon de los posibles mecanismos de produccién de buckling
de microtibulos en células: (A) Polimerizacién: al polimerizarse contra un obstaculo
fijo, el microtubulo acumula material lo cual genera una compresiéon que puede curvarlo.
(B) Contraccién de Acto-miosina: El motor miosina II contrae fibras de actina, si a su vez
las mismas se encuentran ancladas por algiin mecanismo a un microtubulo, éste sentird
una fuerza de compresién. (C) Buckling por fuerzas de motores asociados a microtubulos:
Un motor molecular desplazdndose sobre un microtibulo y anclado en otra estructura
dard pasos sin movimiento neto que comprime el filamento. Por otra parte un motor
desplazandose a lo largo de un filamento, con su carga unida a un segundo filamento

genera una fuerza sobre este dltimo. Figura adaptada de [34].

Por otra parte, los modelos que involucran motores incluyen tres mecanismos
diferentes. El primer modelo considera que el motor miosina contrae filamentos de
actina unidos a un microtibulo causando buckling [95], como se esquematiza en
la figura 1.23B. En esta direccion, existe evidencia de que el flujo retrogrado de
acto-miosina puede generar eventos de bucking de microtibulos [96].

Finalmente, los motores moleculares asociados a microtibulos (kinesina y di-
neina) pueden ejercer fuerzas y deformar el filamento de acuerdo a dos mecanismos
distintos, ilustrados en la figura 1.23C. El primer mecanismo postula que si el motor

intenta trasladarse sobre el microtibulo mientras se encuentra anclado a otra es-
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tructura de la célula (membrana celular, otro filamento, etc.) este anclaje le impide
desplazarse de manera efectiva a lo largo del filamento. Durante este proceso, el
motor continta dando pasos sin desplazamiento neto, "inyectando” material en el
sentido contrario a su marcha y dando como resultado una compresion del filamento
(34, 59, 97].

El segundo mecanismo propone que un motor desplazandose sobre un microtubu-
lo, transportando una carga que a su vez se encuentra unida a otro filamento, ge-
nera una fuerza sobre este tltimo [34, 98]. Como consecuencia de este arrastre, el
microtibulo se comprime y deforma.

En la literatura, existe un consenso de que los dos ultimos modelos son prepon-
derantes en los eventos de buckling de microtubulos in vivo. Existen reportes que
tratan la deformacién de los microtibulos especificamente por el motor dineina [23,
34, 59] y otros que demuestran que la kinesina tiene un papel importante en estos
eventos [97, 99].

Mas alla de la evidencia de que los eventos de buckling son generados por pro-
cesos activos, muchos aspectos relevantes de los mecanismos involucrados en estos
fenémenos permanecen desconocidos. Por ejemplo, en algunos trabajos se propuso
que son causados por fuerzas de compresién [23, 34, 91-93]. Por otra parte, existen
trabajos que describen eventos generados por fuerzas laterales (i.e. en la direccién
perpendicular al eje principal del filamento) [95, 100] con caracteristicas préactica-
mente indistinguibles a las de los mencionados anteriormente. Estos antecedentes
imponen cautela a las conclusiones que se pueden extraer del andlisis de datos ex-
perimentales.

En esta tesis estudiaremos eventos de buckling en células vivas intentando dis-
cernir entre los distintos mecanismos que los generan y su importancia en la remo-

delacién del citoesqueleto.
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Capitulo 2

Métodos Experimentales

2.1. Células melanéforas de Xenopus laevis

2.1.1. Cultivo celular y preparacion de muestras

Las células melandforas de X. laevis fueron cultivadas a 25°C en medio 70 %
L-15 (Sigma-Aldrich) enriquecido con glutamina y suplementado con 10 % de suero
fetal bovino (Internegocios, S.A.) como se describe en [101]. En el desarrollo de la
tesis, se utilizo la linea wild type y otra linea celular de melanéforas expresando
establemente EGFP-XTP, un homdlogo de Xenopus de la proteina tau fusionada a
la proteina verde fluorescente (Enhanced Green Fluorescent Protein, EGFP). Esta
linea celular fue un obsequio del Dr. Vladimir I. Gelfand (Northwestern University,
Chicago, IL), a quien estamos muy agradecidos.

Para poder observar las red de microtibulos correctamente, fue necesario inhi-
bir la produccién de melanina en la células. Esta linea celular presenta organelas
llamadas melanosomas (didmetro ~ 500 nm), conteniendo melanina la cual absorbe
luz en el rango visible e interfiere con la deteccién de la fluorescencia de las son-
das utilizadas para marcar el citoesqueleto. La inhibiciéon de melanina fue lograda
mediante el uso de fenilurea (PTU, por sus siglas en inglés), que inhibe la enzima
tirosinasa involucrada en la biosintesis de melanina. La incubacion de las células
en medio completo conteniendo PTU por periodos prolongados de tiempo reduce el
nimero de melanosomas sin afectar la proliferacion celular [30].

Dos dias antes de las mediciones en el microscopio, las células se depositan so-
bre cubreobjetos circulares esterilizados de 25 mm de didmetro dentro de placas
de cultivo con pocillos de 35 mm conteniendo 2 ml de medio completo. Previo a
la observacién los cubreobjetos son lavados con medio 70 % L-15 libre de suero y

montados en una camara disenada especialmente para nuestro microscopio.
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2.1.2. Depolimerizacién de la red de actina

La latrunculina es una toxina con capacidad de secuestrar mondémeros de actina
en células vivas con una estequiometria 1:1 y prevenir la polimerizacién de los fila-
mentos de actina. Administrada in vivo tiene el efecto de disrumipir estos filamentos
del citoesqueleto.

Para depolimerizar actina, se incuban las células con 10 pyM latrunculina B
(Sigma-Aldrich) durante 30 min antes de la observacién [101, 102]. Estas muestras

luego son estudiadas durante 30 min.

2.1.3. Marcacion de endosomas fluorescentes

Los endosomas fluorescentes se generan por endocitosis de FM4-64, una sonda
fluorescente (Molecular Probes). Las células se tratan con 4 uM FM4-64 en medio
completo 10 minutos antes de la adquisicién, esta sonda se intercala en la membrana
y al ser ésta endocitada, la sonda se incluye en los endosomas. Luego se adquieren

iméagenes durante aproximadamente 1 hora.

2.1.4. Remocion de ATP celular

Para eliminar las vias de generacién de ATP de las células, éstas se incuban
durante una hora en medio completo con 50 mM deoxiglucosa y 20 mM azida sédica

antes de la adquisicién de las imagenes en el microscopio.

2.1.5. Inhibicién de polimerizacién y depolimerizacién de

microtubulos

La vinblastina es una droga que a concentraciones bajas estabiliza los microtubu-
los, inhibiendo su polimerizacién y depolimerizacién [103]. La droga se une a la tubu-
lina inhibiendo el ensamblado de los microtibulos. En concentraciones relativamente
altas, esta droga puede fraccionar los filamentos.

Para estabilizar los microtibulos se trata a las células con 10 nM vinblastina
durante 10 min previos a observarlas [104]. Luego se colectan imdgenes durante 1

hora.

2.1.6. Transfecciones transientes

Las células melanoforas de X. laevis fueron crecidas sobre cubreobjetos como
se explicé en la Seccién 2.1.1, y transfectadas con Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del proveedor y observadas 24 hs después del protocolo

de transfeccion. Cuatro plasmidos fueron utilizados para estudiar estas células. Por
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un lado, se utilizé una construcciéon conteniendo la secuencia completa de vimentina
fusionada a EGFP. La expresién de este plasmido nos permitié visualizar esta red
de filamentos debido a que vimentina-GFP puede incorporarse a la red endégena.
Por otro lado, se empled una construccion dominante negativa de vimentina que
contiene el dominio no helicoidal (residuos 1-102) y los primeros 36 aminoacidos del
dominio altamente conservado a-hélice 1A de vimentina fusionado a GFP (GFP-
vim(1-138)). La expresion de esta mutante en las células impide el autoensamblado
de vimentina para formar el filamento [105, 106]. Estos plasmidos fueron provistos
por nuestro colaborador Dr. Vladimir Gelfand (University of Nothwestern, USA).
Se utilizé una variante del plasmido de vimentina truncado fusionado a m-cherry;,
el cual fue clonado segin el protocolo descripto més adelante (seccién 2.2.3). Final-
mente, se utiliz6 GFP-a-tubulina, un plasmido que codifica al monémero fusionado

a la proteina verde fluorescente.

2.1.7. Fijacién de células

Se utilizaron dos técnicas de fijacion, los cuales utilizan metanol (i) o parafor-
maldehido (PFA) (ii):

(i) El metanol deshidrata las células y las fija permeabilizando su membrana.
Se anade a las células el metanol frio (-20°C) y se las incuba a -20°C durante 10

minutos. Luego, se enjuagan con 70 % PBS.

(ii) Para la fijacién con paraformaldehido se incuban las células con 3,7 % PFA
durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego se las permeabiliza con 0.2 %
Triton X-100 durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se enjuagan con
70 % PBS.

2.2. Técnicas de biologia molecular

2.2.1. Transformacién de células competentes

Se transformaron cepas Topl0 de Escherichia coli quimiocompetentes siguiendo
los protocolos descriptos en la literatura [107]. En primer lugar, se agregan 5-10
pl de DNA (10-50 ng) a 50 ul de células competentes incubédndose en un bafio de
agua-hielo durante 30 minutos. Luego, se calienta a 42°C durante 30 segundos y
nuevamente se incuba en el bano de agua-hielo por 2 minutos.

Para la recuperacién de las células competentes, se agregan 700 pl de medio LB

a temperatura ambiente y los tubos posteriormente se incuban 1 hora a 37°C con
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agitacién constante (150 rpm). Al terminar el periodo de recuperacién, las células
se centrifugan 5 minutos a 5000 rpm y el pellet se siembra en placas conteniendo

medio LB-agar en presencia del antibiético de seleccion.

2.2.2. Extraccién de DNA plasmidico

La amplificacién y purificacién de los plasmido fue realiza en pequena (miniprep)

y gran escala (maxiprep) de acuerdo a los protocolos indicados en la literatura [107].

2.2.2.1. Miniprep

A partir de las placas selectivas de LB-agar con antibioético, se repican colonias
individuales de bacterias transformadas con el plasmido que se desea extraer. Estas
colonias son luego cultivadas en 3-10ml de medio de cultivo LB a 37°C durante toda
la noche (ON;, de las siglas de over night) en agitaciéon constante (minicultivos).

Los cultivos son centrifugados a 5000 rpm durante 5 minutos y se resuspende
el pellet en 100 ul de Solucién T (Tris-HCI 25mM, EDTA 10mM, pH=8). Luego, se
agregan 200 pl de Solucién IT (NaOH 0.2N, SDS 1 %) y se mezcla por inversién 4-5
veces. La muestra se incuba a temperatura ambiente durante 5 min. Por 1ltimo, se
agregan 150 pl de Solucién IIT (CH;COOK 5M, CH3COOH glacial 100 %) a 0°C vy,
luego de mezclar por inversién, se incuba en un bano de agua-hielo durante 5 min.

Al finalizar la incubacién, se centrifuga a 13000 rpm en microcentrifuga durante
30 min a 4°C y el sobrenadante se transvasa a un tubo limpio. Para precipitar, se
adicionan 0.6 volimenes de isopropanol frio (-20°C). Se vuelve a centrifugar durante
20 min y luego se realiza un lavado con etanol 70 %

Por 1ltimo se descarta el sobrenadante y se deja secar el pellet, para luego resus-

penderlo en 40 ul de agua deionizada.

2.2.2.2. Maxiprep

A partir de las placas selectivas de LB-agar con antibiotico, se repican colonias
individuales de bacterias transformadas con el plasmido que se desea extraer. Estas
colonias son luego cultivadas en 3-10 ml de medio de cultivo LB a 37°C ON en
agitacion constante. Estos minicultivos son trasvasados a un erlenmeyer conteniendo
400 ml de medio TB e incubados durante 2 dias a 37°C en agitacion constante.

Estos maxicultivos son centrifugados a 4000 rpm durante 15 minutos y el pellet
obtenido se resuspende en 10 ml de Solucién I. Luego, se agregan 20 ml de Solucion
II, se mezcla por inversién 4-5 veces y se incuba la muestra en un bano de agua-hielo
durante 20 minutos. Al finalizar la incubacion, se agregan 15 ml de Solucién III a

0°C, se mezcla por inversiéon y se incuba en agua-hielo 5 minutos.
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Se centrifuga a 10000 rpm a 4°C durante 30 minutos, al terminar, se precipita
la muestra agregando 0.6 volimenes de isopropanol (-20°C) y se incuba durante
20 minutos a -20°C. Luego, se centrifuga durante 15 minutos a 5000 rpm a 4°C, se
descarta el sobrenadante y se deja secar el pellet. Por ltimo, se resuspende el mismo
en 3 ml de Solucién TE (Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8).

A la muestra resuspendida, se le agregan 3 ml de 5 M LiCl (7" = -20°C), se
mezcla por inversién e inmediatamente se centrifuga a 10000 rpm durante 5 minutos.
Al concluir la centrifugacion, el sobrenadante se transfiere a un tubo de 15 ml, se
agregan 6 ml de isopropanol y se centrifuga 5 minutos a 10000 rpm a 4°C. El pellet
es resuspendido en 0.5 ml de Solucién TE conteniendo 1 ul de RNAsa (20ug/ml).

La muestra es incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente y suple-
mentada con 400 ul de 13% PEG en 1.6 M NaCl. Luego, se centrifuga 5 minutos
a 13000 rpm, se descarta el sobrenadante y el pellet es resuspendido en 400 ul de
Solucién TE.

Posteriormente, se precipita el DNA mediante una extraccién con fenol-cloroformo.
Esta extraccion consiste en 3 pasos: agregado de los solventes, mezcla por inversion
y centrifugacion 5 minutos a 13000 rpm. En cada paso se recupera la fase acuosa
y se la trasvasa a un tubo limpio. En primer lugar, se anade 1 volumen de fenol,
se mezcla y centrifuga. A la fase acuosa recuperada se le agrega 1 volumen de una
mezcla de fenol-cloroformo (1:1), y se repitien los pasos. Finalmente, al sobrenadante
obtenido se le adiciona de 1 volumen de cloroformo.

Finalizada la extraccién, se anade 0.1 volumen de 3M CH3COONa (pH = 5.20)

y 2.5 volimenes de 100 % etanol y la muestra es incubada 20 minutos a -20°C.

2.2.3. Construccién del plasmido mCherry-vim(1-138)

Para una parte de este proyecto fue necesario generar una construccion domi-
nante negativa de vimentina que contiene el dominio no helicoidal (residuos 1-102)
y los primeros 36 aminoacidos del dominio altamente conservado a-hélice 1A de
vimentina fusionado a mCherry, para que la fluorescencia fuera en un rango espec-
tral distinto al de EGFP y se pudieran observar las sondas simultaneamente. Este
trabajo fue realizado bajo la supervisién de la Dra. Diana Wetzler.

Partimos de dos plasmidos: p-Vimentina(1-138)-GFP-N1 (~ 5147 bp) y el vector
vacio p-mCherry-N1 (4722 bp). A partir de estos pldsmidos seguimos el siguiente
protocolo:

El primer dia se transforman bacterias competentes segiin el protocolo descripto
en la seccion 2.2.1. Al dia siguiente se generan minicultivos de estas bacterias con
los respectivos plasmidos para realizar una miniprep tal como fue descripto en la

seccion 2.2.2.1.
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Para cuantificar y separar plasmidos se utilizaron geles de 1% de agarosa que se
corrieron a 80V en una cubeta (BioAmerica Inc.).

Se realizaron pruebas de corte para verificar el funcionamiento deseado de las
enzimas seleccionadas: Bam-H1 y Eco-R1. Una vez que realizadas las pruebas se
procedio a realizar el corte de los plasmidos amplificados y se recortd del gel la
banda correspondiente al vector, m-Cherry-N1 (4690 bp), y la correspondiente al
inserto, vim(1-138) (414 bp). Purificamos el ADN de estos cortes con el kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega).

Luego, se traté al vector con TSAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Po-
mega), siguiendo el protocolo del proveedor, para evitar la re-ligacién del vector
de clonado durante la ligacién. Finalmente se ligd utilizando la enzima ligasa con
relaciones inserto/vector: 1/1, 3/1y 5/1.

Para evaluar el resultado se transformaron bacterias con el plasmido construido
y se realizé un screening de 20 colonias. A partir de una corrida elctroforética de
proteinas se seleccioné un plasmido para secuenciar.

En la figura 2.1 se muestran iméagenes de células de X. laevis expresando en

forma estable EGFP-XTP y transfectadas con el plasmido generado.
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Figura 2.1: Transfeccién con mCherry-vim(1-138): Imagen confocal compuesta don-
de se observa una célula melanéfora de Xenopus laevis marcada con EGFP-XTP (verde)

y la vimentina mutada (rojo) reclutada en el niicleo. Barra de escala: 10 pym
2.3. Microscopia

2.3.1. Microscopia de epifluorescencia de campo amplio

Para los experimentos de microscopia de campo amplio se utilizé un microscopio
invertido Olympus IX71 (Olympus Inc.) equipado con 2 objetivos (Olympus Inc.):
60X de inmersion en aceite, con NA = 1.25 y 10X con NA = 0.30.

Para observar EGFP-XTP, se utilizé6 un cubo de de fluorescencia U-MWIBA,
el cual consiste de un filtro de excitacién (pasabanda, BP: 460-495 nm), un espejo
dicrécico (DM 505 nm) y un filtro de emisiéon (BP: 510-550 nm), y se excité a la
muestra con un LED de 450 nm. La luz emitida fue colectada con una cédmara
QImaging EXi Aqua ( Bio-Imaging Microscopy Camera) (figura 1.11).

Para los experimentos de células PC3 marcadas con C-Laurdan se utilizé un
cubo U-MWU2: filtro de excitacién (BP: 330-380 nm), espejo dicroico (DM 400 nm)
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y filtro de emisién (pasa-bajo 420 nm); y se excité la muestra con un LED de 365

nm.

2.3.2. Microscopia confocal

Las imagenes confocales fueron obtenidas usando un microscopio confocal Olym-
pus FV1000.

En todos los casos, el haz del laser fue reflejado por un espejo dicroico y enfocado
sobre la muestra a través de un objetivo 60x de inmersién en aceite Olympus (NA =
1.35). La fluorescencia fue luego colectada por el mismo objetivo, proyectada sobre
el pinhole, reflejada sobre una red de difraccién y transmitida a través de una rendija
ajustada para transmitir en el rango de longitudes de onda seleccionado para cada
muestra.

En la tabla 2.1 se resumen los arreglos experimentales utilizados en el microscopio

confocal para observar cada una de las sondas fluorescentes utilizada en esta tesis.

Sonda Laser Espejo dicroi- | Banda de

co Aem  colectado
(nm)

EGFP 488 nm DM 405/488 500-600

m-Cherry 543 nm DM 620-700
405/488/543/635

Rodamina 543 nm DM 555-655
405/488/543/635

EGFP (CH1) + || 488 nm DM 405/488 CH1:  500-550

FM4-64 (CH2) CH2: 650-750

Tabla 2.1: Arreglos del microscopio confocal para observar las sondas utilizadas:
En el caso en el cual se observan dos sondas en simultaneo se denomina CH1: canal 1 y
CH2: canal 2.

En todos los casos, la fluorescencia fue detectada por un fotomultiplicador en

modo de deteccion pseudo photon-counting y el tamano del pixel fue de 80-100 nm.

2.4. Métodos estadisticos para el analisis de los

datos

2.4.1. Test de Wilcoxon

Las distribuciones de los parametros obtenidos del ajuste el MLSD a un modelo

de difusion anémala fueron comparados mediante una prueba de rangos con signo
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de Wilcoxon [108]. Esta es una prueba no paramétrica que permitié comparar el
rango medio entre los datos sin asumir la normalidad de las muestras.

Este anélisis estadistico fue llevado a cabo utilizando la prueba ranksum de
Matlab.

2.4.2. Meétodo de Bootstrap

Para computar la probabilidad de la co-ocurrencia de pequenas amplitudes ini-
ciales y una dinamica de crecimiento de la amplitud exponencial en el estudio de
eventos de buckling utilizamos un método de Bootstrap [109]. La técnica es amplia-
mente usada para estimar errores e intervalos de confianza, entre otras propiedades
de una distribucion. El método asume solamente que la distribucién de la muestra
es una buena aproximacion de la distribucién de la poblacién (i.e. que la muestra es
representativa de la poblacién). A partir de las muestras experimentales realizamos
réplicas (muestras bootstrap) mediante un procedimiento Bootstrap con re-muestreo

de las cuales seleccionamos datos al azar.

2.4.3. Construccién de histogramas

Los tamanos de los intervalos (h) de los histogramas fueron obtenidos mediante

la regla de Freedman Diaconis [110]:

iqr(x)

h=2=0

(2.1)

donde igr(z) es el rango intercuartil de los datos y n el nimero de datos.
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Capitulo 3

Desarrollo de una rutina de
tracking de microtibulos

individuales en células vivas

Uno de los objetivos de esta tesis fue desarrollar un algoritmo que permitiera
recuperar la forma de segmentos de microtibulos individuales con precisiéon na-
nométrica a partir de imagenes de microscopia de fluorescencia.

En los trabajos previos, descriptos en la introduccién (seccién 1.4), se reportan
rutinas mayormente destinadas a recuperar las coordenadas de filamentos aislados
[70-72, 74, 75], y en condiciones in vitro. Esto hace posible, por ejemplo, la aplicacién
de umbrales de intensidad a las imagenes para binarizarlas y tener bien definido un
contorno del filamento en cada cuadro. Por otra parte, la mayoria de esos algoritmos
utilizan ajustes simétricos a la forma de los perfiles de intensidad [71, 73-75].

Dado que el objetivo principal de esta tesis es estudiar los filamentos del citoes-
queleto en su entorno natural (i.e. en células vivas), decidimos disenar un algoritmo
de tracking que nos permitiera extraer informacion en condiciones en las cuales los
algoritmos existentes no proveen resultados satisfactorios, como veremos mas ade-
lante.

El cédigo fue disenado particularmente para el seguimiento de microtibulos fluo-
rescentes en células vivas a partir de imédgenes confocales; sin embargo, puede adap-
tarse a imagenes obtenidas con otras técnicas, tales como campo amplio o micros-
copia de superresolucion, asi como al analisis de otros filamentos del citoesqueleto.

En la primera parte de este capitulo describimos las bases del funcionamiento
del algoritmo y su implementacion usando Matlab. En lo que resta del capitulo
evaluamos su precision utilizando imagenes simuladas y experimentales. Finalmente,
presentamos una rutina de seguimiento de extremos de filamentos (Tip tracking) y
una adaptacion del algoritmo para recuperar coordenadas de filamentos a partir de

imagenes de STORM.
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Parte de los experimentos realizados en este capitulo contaron con la colaboracién

del Lic. Juan Francisco Angiolini.

3.1. Analisis de perfiles de intensidad con redes

neuronales

El método que proponemos esta basado en el andlisis de los perfiles de intensidad
perpendiculares a los filamentos. A primera vista, este procedimiento no representa
una novedad respecto a otros algoritmos reportados [71-73]. La diferencia radica en
la forma de analizar estos perfiles que se realiza utilizando redes neuronales [111,
112].

Esta metodologia permite recuperar de manera mas robusta las coordenadas
del centro del filamento en comparaciéon con otros métodos reportados, tal como

mostraremos a lo largo de este capitulo. La figura 3.1 ilustra la base de este andlisis.

Figura 3.1: Ana4lisis de los perfiles de intensidad mediante redes neuronales:
Graéfico de flujo ilustrando el método de analisis de los perfiles de intensidad perpendicu-
lares al filamento utilizando redes neuronales. Para cada zj se extrae el perfil (@), se lo
aproxima e interpola utilizando redes neuronales (—) y se busca el maximo de la funcién
obtenida (). Esa es la nueva posicién y; en ese punto (#). Las coordenadas recuperadas

son suavizadas (—).

Brevemente, para analizar univocamente los perfiles de intensidad necesitamos
definir la direccién perpendicular al filamento. Luego, se asigna una coordenada
(g, yr) & cada posicién a lo largo del segmento. Para cada (zy, yx) se extrae el perfil
de intensidades vertical, definido por una distancia de 300 nm alrededor del punto

(i.e. ~ 10 pixeles/perfil). Esta distancia resulta adecuada para recuperar posiciones
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de microtibulos individuales, pero puede ser modificada de ser necesario. Cada perfil
es luego interpolado utilizando una red neuronal y se determina la posicién corregida
Y5, como el maximo de esa interpolacién. La posicién corregida tiene precisién sub-

pixel, como veremos mas adelante.

3.2. Implementacion de la rutina de tracking de

filamentos: AFTER

La rutina de tracking de filamentos fue implementada en Matlab y funciona de
forma semi-automatica ya que el usuario debe indicar el filamento que desea analizar
en el primer cuadro de la pelicula, mediante la seleccion de posiciones en la imagen.
Luego, el algoritmo realiza el tracking en forma automatica siguiendo los pasos que
se esquematizan en la figura 3.2.

El algoritmo se denomina AFTER (Automated Filament Tracking and Evalua-
tion Routine) y consiste en dos médulos principales: el primero, de importacién de
imégenes y el segundo, de tracking de filamentos. Estos médulos se muestran en la
figura 3.3, que reproduce la interfase grafica del algoritmo. AFTER se ofrece a la
comunidad para su libre uso.

El médulo de importacion de imagenes permite importar peliculas obtenidas con
méas de un canal de adquisicion; se puede especificar el nimero canales y seleccionar
el que se desea analizar. Ademas, se presentan opciones para reconocer imagenes
guardadas como archivos tiff individuales y multi-tiff. La interfase presenta ventanas
que muestran las imagenes a medida que son importadas o analizadas.

En el médulo de tracking se introducen parametros de configuracién, tales como

el tamano del pixel y el tiempo entre cuadros.
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Primera imagen de la pelicula

Extraccion dfe pelfflles de _|ntenS|dad en cada posiciéon y
aproximacion mediante redes neuronales

T K g

S /\&/‘ Xies Xz 3, i
ylpx C Uy

Correccion de la posicion al maximo del perfil ajustado

cuadro=1 cuadro>1
Interpolacion de los puntos Suavizado de los puntos
mediante un polinomio: nuevos mediante redes neuronales:
puntos iniciales para el siguiente nuevos puntos iniciales para el

siguiente cuadro

cuadro

Figura 3.2: Diagrama de flujo esquematizando los pasos de la rutina de tracking

de filamentos: Los recuadros magenta corresponden a los pasos en los cuales interviene

el usuario, los amarillos son automaticos.

Al comenzar el tracking, el usuario debe seleccionar la posicion aproximada de

los puntos iniciales y finales del segmento de filamento que desea estudiar sobre la
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primera imagen de la serie temporal. El algoritmo detecta la orientacién del filamento
y aplica una rotacién a la imagen de forma tal que cada nueva coordenada xj del
filamento esté univocamente asociada a una unica coordenada y;. Para detectar la
re-orientar el filamento, el algoritmo realiza un ajuste lineal a estos dos puntos y
evaltia su pendiente. La transformacién de rotacién de la imagen se realiza con el

comando imrotate de Matlab.
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Figura 3.3: Interfase grafica de la rutina de tracking (AFTER): Captura de pan-
talla de la interfase gréafica del algoritmo. La parte superior es el médulo de importacién
y la inferior el de tracking. Se muestra la primera imagen de una pelicula importada y el

tracking de uno de los filamentos en el mismo cuadro.

Una vez rotadas las imagenes, el programa presenta nuevamente el primer cuadro
de la serie al usuario, en este caso rotado. En esta imagen, el usuario debe seleccionar
puntos aproximados a lo largo del segmento que desea seguir (zy; , Yk:), teniendo
en cuenta que los cambios de curvaturas deben estar representados con al menos un
punto para mejorar el resultado (figura 3.2). Luego el algoritmo analiza los perfiles de
intensidad alrededor de los puntos seleccionados tal como fue descripto en la seccién
anterior. Finalmente, completa las posiciones x; restantes mediante interpolacion
polinémica de grado 3.

Para ejecutar las aproximaciones e interpolaciones de los perfiles mediante redes
neuronales utilizamos la funcion newgrnn de la libreria de Redes Neuronales de
Matlab.

En el siguiente ciclo de la rutina de tracking, se repite el método recién descrito
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para encontrar las coordenadas ¥y, pero en este caso se toman como punto de partida
las coordenadas del filamento obtenidas en el cuadro anterior y se analizan todos los
perfiles a lo largo del segmento.

Las posiciones recuperadas son sometidas a un proceso de suavizado utilizando
una red neuronal auxiliar para disminuir variaciones de pequena longitud de onda
en las coordenadas del filamento.

Para ilustrar el funcionamiento de la rutina, en la figura 3.4 mostramos el primer
cuadro de una pelicula confocal de una célula en la que se encuentra marcada la
red de microtibulos y una secuencia de imégenes de un sector en la que hemos
superpuesto las coordenadas recuperadas de un segmento de microtibulo. En las
siguientes secciones de este capitulo, evaluaremos cuantitativamente el rendimiento

de AFTER.

Figura 3.4: Tracking de microtibulos con AFTER: Ejemplo de tracking de un
segmento de microtubulo a partir de una imagen confocal. (A) Primer cuadro de una
serie de imagenes confocales de una célula melandéfora de Xenopus laevis con la red de
microttibulos marcada con EGFP-XTP. Barra de escala = 10 ym (B) Serie de imagenes
tomadas a un cuadro/minuto del sector recuadrado en el panel A. Se superponen las
coordenadas de un filamento trackeado con nuestro algoritmo a las imédgenes confocales.

Barra de escala = 5 pm
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3.3. Evaluacion de AFTER

Para poner a prueba la rutina de tracking y evaluar su rendimiento tedrico en
distintos escenarios, simulamos imagenes confocales de filamentos aislados y utiliza-
mos AFTER para recuperar sus coordenadas. Implementamos también un algoritmo
basado en una deconvolucién gaussiana similar al usado en trabajos previos [34] con
el fin de comparar ambos procedimientos. Luego, evaluamos la rutina en imagenes
confocales de microtibulos polimerizados in vitro y en células melanoéforas fijadas

de Xenopus laevis.

3.3.1. Error del algoritmo

Definimos el error de tracking o precisién (o) como el promedio de las desviacio-
nes estandar de todas las posiciones recuperadas, a partir del analisis de N imagenes

de un filamento fijo:

o = %; 2 (Yx ;V%)Q (3.1)

donde y;, es la coordenada y recuperada para la posiciéon xp (K =1:m) e 7x es la
media de yi, promediada para todas las imagenes analizadas (N).

Para el caso de las simulaciones numéricas, en las que se conoce exactamente
las coordenadas del filamento, definimos exactitud (a) en la determinacién de la

posiciéon como:

1 m N .
0 = EZZ (Y yks (3.2)
1

k=1
En esta expresion, yps es la coordenada y verdadera del centro del filamento en
la posiciéon . En este punto queremos remarcar que el minimo en la exactitud
representa un resultado mas exacto. Aqui también es posible definir la exactitud
local en cada posicion x;, como cada uno de los términos de la suma sobre m en la
ec. 3.2. Esto serd utilizado més adelante para evaluar la eficiencia del algoritmo en

la discriminacion de filamentos individuales cuando se presentan intersecciones.

3.4. Evaluacion del error en imagenes confocales

simuladas

Como primer paso, simulamos iméagenes de filamentos rectos con un fondo rui-
doso. Elegimos esta forma simple ya que mas adelante, permitird explorar el efecto

de la orientacion y dngulo relativo entre filamentos en la eficiencia del algoritmo. El
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procedimiento para la generacién de estas imagenes se puede resumir en los cuatro

pasos generales ilustrados en la figura 3.5.

(1) (I1) (1) (IV)
2500 px 2500 px 250 px

250 px

Filamento con Convolucion Re- Adicioén de
alta resolucién ‘ gaussiana ¥ dimensionalizacion ‘ ruido

Figura 3.5: Esquema del procedimiento utilizado en la simulacién de imagenes
confocales de microtiibulos: (I) Generacién del filamento (10 nm/pix). (II) Convolu-
cién mediante la aplicacién de un filtro gaussiano para simular efectos de difraccién (10
nm/pix). (IIT) Re-dimensionalizacién: se generan pixeles de tamano similar a los utilizados
en imagenes confocales (100 nm/pix). (IV) Agregado de ruido obtenido de una distribucién

de Poisson. En este caso particular, se muestra una imagen conS/N ~ 9 (100 nm/pix).

Partimos de una grilla de pixeles virtuales del tamano de la resoluciéon deseada.
En este caso, usamos 1 y 10 nm (recordemos que un microtibulo tiene un didmetro
de 25 nm). A los pixeles de la grilla se les asign6 un valor nulo, salvo una fila completa
de pixeles con valor > 0. Esa fila constituye el filamento original (paso I).

Luego, para considerar el efecto de la difracciéon de la luz, convolucionamos la
matriz resultante del paso anterior con un filtro gaussiano. Este filtro emula la
PSF del microscopio. Utilizamos el filtro de Matlab fspecial seleccionando el tipo
gaussian, que crea un filtro bidimensional en forma de un kernel de correlacion.
Luego implementamos este filtro con la funcién imfilter (paso II).

A continuacion, re-dimensionalizamos la matriz obtenida para obtener pixeles
de tamano similar al de una imagen confocal (/= 100 nm). Este paso consiste en
generar una grilla de menor resolucién, mediante la transformacion de un conjunto
cuadrado de pixeles de alta resoluciéon en un gran pixel de menor resolucion, con
intensidad igual al valor promedio de los pixeles originales. La cantidad de pixeles de

alta resolucion promediados para obtener el pixel final depende tanto de la resolucién
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simulada en los primeros pasos de esta secuencia como del tamano de pixel final que
se desea obtener (paso III).

Finalmente, sumamos a cada pixel un ruido obtenido de una distribucién poissio-
niana, que simula el ruido de disparo (shot-noise) caracteristico de los fotodetectores
[113] (paso IV).

Dado que el algoritmo propuesto se basa en el reconocimiento del maximo de
intensidad de un perfil, quisimos evaluar su eficiencia en iméagenes con distintos
niveles de S/N. Para ello, variamos el valor de intensidad asignado al filamento
original asi como la del ruido para estudiar el efecto de la relacién S/N sobre el
rendimiento del algoritmo.

Para cada S/N generamos un conjunto de 20 imagenes simuladas para el mismo

filamento y aplicamos AFTER.
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Figura 3.6: Dependencia del rendimiento de la rutina de tracking con la S/N: Se
simularon 20 imégenes confocales de un filamento fluorescente y se utiliz6 AFTER (@) y
un algoritmo basado en una deconvolucién gaussiana (M) para determinar sus posiciones.
(A) El error en la determinacién de la posicién fue calculado utilizando la ec. 3.1. En
el inserto se grafica el error en escala logaritmica, para facilitar su visualizacién. (B) La
exactitud de las posiciones recuperadas fue calculada segtin la ec. 3.2. Con la rutina basada
en redes neuronales se obtienen resultados méas precisos para los niveles de S/N tipicos
dentro de una célula (S/N ~ 5-10). La escala de pseudocolor representa la intensidad de

las iméagenes simuladas.

Como era esperable, en la figura 3.6 se observa que tanto el error de tracking
como la exactitud disminuyen a medida que aumenta la relacién S/N. Este com-
portamiento también se observa en el tracking de particulas puntuales [114]. Mas
importante, el error de nuestra rutina basada en redes neuronales es menor que el

de deconvolucién gaussiana para S/N < 60 (figura 3.6A, panel interno). A niveles
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mayores de S/N, el método gaussiano tiene un mejor rendimiento. Sin embargo, la
precisién alcanzada con nuestro algoritmo en estos casos también es muy buena (=
1 nm). En el caso de la exactitud, también observamos que el algoritmo basado en
redes neuronales recupera posiciones méas certeras a niveles de S/N bajos. Como
veremos mas adelante, la S/N en células vivas se encuentra en el rango < 15, por lo
tanto nuestra rutina resultaria una mejor opcién para el tracking de microtibulos
en su entorno natural.

En resumen, este analisis permitié cuantificar el rendimiento tedrico de nuestro
algoritmo, recuperando las posiciones de filamentos en imagenes confocales simula-
das con una precisién de 3-10 nm para niveles de S/N tipicos en células vivas, S/N
~ 5-15.

A continuacién estudiamos como distintos fenémenos que podrian afectar el ren-

dimiento de AFTER.

3.4.1. Interseccidon de filamentos

En las imégenes obtenidas de la red de microtubulos en células vivas, es habitual
observar filamentos que se cruzan unos con otros (figura 3.4A).

Con el fin de evaluar el desempeno del algoritmo en estos casos y determinar
si es capaz de reconocer cada filamento por separado, generamos imagenes de dos
filamentos intersecantes formando angulos entre 5° y 80°. Las intensidades de los
pixeles en la zona de interseccion se computaron como la suma de las intensidades
provenientes de cada filamento. Luego, aplicamos AFTER a uno de los filamentos.
La figura 3.7A muestra algunos ejemplos de estas simulaciones.

Es razonable que en la zona de la interseccion el algoritmo confunda los filamen-
tos, por lo que realizamos el tracking de uno de ellos y computamos la exactitud

local, a partir de la ec. 3.2 como:

alzy) = Z (Yr _yks (3.3)

Definimos “regién de confusion” a la zona donde la exactitud local es mayor que
21 nm (i.e. 3 veces el valor calculado para un filamento aislado al mismo nivel de
S/N). Para ilustrar estas zonas, marcamos las regiones de confusién con recuadros
en la figura 3.7A.

La figura 3.7B muestra que la regién de confusion se hace mas pequena a medida
que el angulo de interseccion de los filamentos aumenta. Por otra parte, esta region
es mayor a la esperada de acuerdo al limite de difraccién, es decir la regién en que

los filamentos estan mas cerca que el limite de la resolucion 6ptica y por ende no se
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Figura 3.7: Interseccién de filamentos: Se simularon 20 imégenes de filamentos
cruzandose a distintos angulos y se recuperaron las posiciones de aquel orientado ho-
rizontalmente. (A) Ejemplos de imdgenes simuladas con las posiciones recuperadas del
filamento horizontal superpuestas. Los recuadros marcan la regién de confusién. Tamano
del pixel = 100 nm y S/N =~ 10. La escala de pseudocolor representa la intensidad en
las imdgenes simuladas. (B) Dependencia de la regién de confusién con el angulo de la
interseccién. Se muestran los resultados recuperados con la rutina AFTER (o) y con una
deconvolucién gaussiana (H). Se representa también la regién de confusién predicha de

acuerdo al limite de difraccién (A).

los puede resolver. Esto se debe a que la rutina requiere 6-7 pixeles (600-700 nm)
para reconstruir correctamente el perfil de intensidades en cada posicion xj, y esto no
es posible si los filamentos estan a una distancia menor. La figura también muestra
que la rutina de deconvoluciéon gaussiana se comporta de forma similar a AFTER.
Para dngulos pequenos (filamentos méas alineados) la regién de confusién aumenta,
pero en todos los casos el desempeno de nuestro algoritmo es levemente mejor.

A partir de estos resultados concluimos que las posiciones recuperadas con nues-

tro algoritmo son confiables para filamentos que intersecan a un angulo > 20°.

3.4.2. Fondo inhomogéneo

En imagenes obtenidas en células, es muy comun observar regiones con inten-
sidad de fondo variable. Con el fin de estudiar el efecto de un fondo inhomogéneo,

sumamos a las imdgenes simuladas una matriz cuya intensidad crece linealmente en
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la direccion perpendicular al eje del filamento. Esto representa el caso mas signifi-
cativo de inhomogeneidad lineal ya que si el ruido de fondo aumenta en la direccion
paralela al filamento, la S/N local cambia con el fondo y observariamos una precisién

local que se comportaria como los datos representados en la figura 3.6.
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Figura 3.8: Fondo inhomogéneo: Se simularon conjuntos de 20 imégenes confocales
de filamentos rectos con un fondo de intensidad linealmente creciente en la direccién per-
pendicular al mismo y se recuperaron sus posiciones utilizando la rutina basada en redes
neuronales y otra basada en deconvolucién gaussiana. Tamanio del pixel = 100 nm; S/N 12-
14. (A) Ejemplos representativos de imagenes generadas para ruidos de fondo con diferente
grado de inhomogeneidad. Las figuras a la derecha de cada imagen (rectdngulo y tridngu-
los) ilustran el gradiente de intensidad del fondo. La escala de pseudocolor representa la
intensidad en las imégenes simuladas. (B) Se muestra el error de tracking calculado segiin
la ec. 3.1 en funcién de la relacién S/N. La intensidad del fondo crece como b.y donde b =
O(W,M),0.1 (@ ®) y0.2 (A, A). Los simbolos grises representan los resultados obtenidos

con AFTER y los rojos con la rutina basada en deconvolucién gaussiana.

Consideramos valores de intensidad del fondo que varfan linealmente segin Ionqo =
b.y, donde b =0.1y 0.2 (figura 3.8). Debemos aclarar en este punto que la varianza
del ruido poissoniano se mantiene constante para todos los casos.

La figura 3.8B muestra que el rendimiento de nuestra rutina a niveles bajos
de S/N es considerablemente mejor que la esperada con el método gaussiano en
presencia de fondos no-homogéneos. Este resultado indica que nuestro algoritmo
es mas confiable que otros basados en deconvoluciones gaussianas en este tipo de

escenarios.
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3.4.3. Rotacion de la imagen

Hemos descripto los pasos necesarios para obtener con precision las coordenadas
de los filamentos a partir de imédgenes confocales (seccion 3.2). En particular, la
necesidad de rotar la imagen para obtener perfiles orientados perpendicularmente al
filamento. En esta seccién evaluamos si estas rotaciones introducen errores signifi-
cativos, dado que en algunos casos, la rotaciéon implica interpolar la intensidad de
pixeles vecinos para generar los pixeles de la imagen rotada. Con este fin, simulamos
imagenes de filamentos rotados respecto a la horizontal y calculamos el error del
tracking en funcién del angulo de rotacién, ya sea para las imagenes originales o
para imagenes rotadas mediante la funcién imrotate.

Las simulaciones se realizaron como se describié anteriormente pero, en este caso,
las posiciones subyacentes del filamento respondian a funciones lineales con pendien-

te # 0. En la figura 3.9 se muestran algunos ejemplos de filamentos simulados.

Angulo = 10°

Angulo = 80°

o N e m

Figura 3.9: Simulaciones de imégenes rotadas: Se simularon conjuntos de 20 imagenes
de filamentos rectos orientados en distintos angulos con respecto a la horizontal. Tamano
del pixel = 100 nm; S/N = 10. Se muestran ejemplos de imagenes simuladas para dngulos
10°, 45° y 80° y las respectivas imagenes rotadas de forma tal que el filamento se encuentra

siempre orientado horizontalmente.

En la figura 3.10A, se observa que el error crece abruptamente para angulos
> 70°, impidiendo la recuperacién confiable de las coordenadas. Para filamentos
con orientaciones mas cercanas a la horizontal, el error se encuentra alrededor de 8

nm para tamano de pixel = 100 nm. Luego realizamos el tracking de los filamentos
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en las imagenes rotadas y hallamos que la rotacién de la imagen no introduce errores
significativos en la determinacién de la posicion del filamento. Por lo tanto, conclui-
mos que es conveniente que el algoritmo realice la rotacién de la imagen cuando el

angulo de orientacion del filamento supere los 45°.
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Figura 3.10: Errores por rotacién de las imagenes: Se recuperaron las posiciones de
los filamentos simulados a orientaciones de 0-80° y de los mismos filamentos rotados para
obtener una orientacién horizontal utilizando AFTER y se calculé el error utilizando la
ec. 3.1 (A) Dependencia del error de tracking para los filamentos inclinados en funcién del
angulo de inclinacion. El panel interno muestra una magnificacién de la zona de pequenos
angulos. (B) Error de tracking en funcién del dngulo para los filamentos rotados a una

posicién horizontal. En ambos casos, los tamanos de pixel fueron 100 nm (@) 6 200 nm

(0O).

3.4.4. Influencia del tamano del pixel

Un resultado adicional de las simulaciones realizadas en la seccién anterior, es
que el error depende del tamano del pixel (figura 3.10B). En particular, observamos
que el menor tamano de pixel provee un menor error. Para orientaciones de dngulo
pequeno el error es ~ 12 nm con el pixel de 200 nm, mientras que para un pixel
de 100 nm, el error es ~ 8 nm. Merece la pena aclarar en este punto que hay un
limite inferior para el tamano del pixel, determinado por la resolucién éptica del
microscopio, a partir del cual no se puede mejorar la resolucion y puede resultar en

una menor relacién S/N.
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3.5. Determinacion del error de tracking en image-

nes de microscopia confocal

3.5.1. Microtubulos in wvitro fijados

En esta seccion, evaluamos la precision de nuestro algoritmo al ser implemen-
tado en imagenes confocales reales de microtibulos fijados. Para ello, preparamos
microtibulos in vitro a partir de una mezcla de soluciones de tubulina y tubulina-
rodamina y los adsorbimos sobre un cubreobjetos (figura 3.11).

Con el objetivo de estudiar la dependencia del error de tracking con la S/N,
disenamos el siguiente protocolo experimental: adquirimos peliculas de 20 cuadros
de los microtubulos fijados, luego realizamos un fotoblanqueo parcial, aplicando
sobre el campo completo de observaciéon un barrido con una potencia de laser mayor
y repetimos la adquisicién de una nueva serie de 20 imégenes (figura 3.11C). La
secuencia fue repetida hasta alcanzar un nivel de S/N ~ 5. Este protocolo tiene la
ventaja permitir estudiar al mismo microtibulo (i.e con igual posicién, orientacion,
forma, etc.) y sélo variar la S/N. Posteriormente, recuperamos las coordenadas de
los filamentos en cada pelicula de 20 cuadros y calculamos el error de tracking segin
la ec. 3.1.

En la figura 3.11B mostramos un ejemplo representativo del tracking de un mi-
crotubulo fijado que ilustra la heterogeneidad en la intensidad de fluorescencia en un
mismo filamento, lo cual genera una variacién local de la S/N. Es por ello que cal-
culamos la S/N de los filamentos individuales considerando el valor de la intensidad
promedio del microtubulo. Luego se presenta una superposicién de todas las posi-
ciones recuperadas, donde se observan sectores que presentan mas variabilidad en
las posiciones recuperadas que otras (con dos regiones marcadas y amplificadas). Se
puede correlacionar la intensidad local con la precision local en la determinacion de
la posicién del filamento, a mayor intensidad, mayor relacién S/N y por ende menor
error. Estos datos ilustran que el error es mayor cuanto menor es la relacién S/N,
tal como discutimos en la seccion 3.4. Por otra parte, observamos cualitativamente

que el error no depende de la curvatura del microtiibulo.
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Figura 3.11: Tracking de microtiubulos fijados. (A) Imagen confocal de microtiibulos

Intensidad

polimerizados in vitro a partir de tubulina marcada con rodamina y fijados al cubreobjetos.
La imagen pertenece al conjunto de maxima intensidad (S/N ~ 15), previo al protocolo de
fotoblanqueo parcial. Barra de escala = 10 ym. (B) Ejemplo del anélisis de una pelicula
de 20 cuadros de microtiibulos in wvitro. Los conjuntos de iméagenes fueron analizados
utilizando AFTER. Se muestra una imagen en pseudo-color ilustrando la intensidad de
fluorescencia recuperada a lo largo un filamento promediada en los 20 cuadros. En los
paneles inferiores se muestra una superposicién de las posiciones recuperadas por la rutina
para todos los cuadros de la pelicula con respectivas magnificaciones en zonas de alta
(derecha) o baja (izquierda) S/N. (C) Esquema del método de fotoblanqueo parcial: en
primer lugar se toma una pelicula de 20 cuadros con baja intensidad del laser y tiempo
entre cuadros de 3.3 s, luego se expone la muestra completa al ldser con intensidad mayor
por la duracién de un cuadro, se vuelve a tomar una pelicula que en este caso tiene una
relacién S/N menor que la anterior. El proceso se repite hasta alcanzar una relacién S/N
~ d.
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La figura 3.12 muestra el error de tracking calculado para estos filamentos, aqui
observamos que la precisién en la posiciéon aumenta con la S/N, como describimos
previamente. En particular, la precision llega a valores de ~ 9 nm para relaciones
S/N ~ 10, muy similar a la que se alcanza en la localizacién de particulas puntuales
o esféricas [68, 69, 115] y superior a los medidos anteriormente para microtibulos
(por €j. 20nm [73] y 50-70nm [89]).
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Figura 3.12: Precisién de AFTER en el tracking de microtibulos: Error de trac-
king en funcién de la S/N para microtibulos fijados in vitro (@) y para microtibulos

marcados con EGFP-XTP en células fijadas de X. laevis (O)

3.5.2. Células fijadas

Con el fin de explorar el rendimiento del algoritmo en la recuperacién de las
posiciones de microtibulos en el entorno intracelular, fijamos células melandforas
de Xenopus laevis con microtibulos marcados con EGFP. Seguimos el protocolo
descripto previamente para microtibulos n vitro: realizamos el tracking de filamen-
tos de peliculas de estas células, aplicando el procedimiento de fotoblanqueo parcial
(figura 3.11) para obtener distintas relaciones de S/N y calculamos para cada uno
el error.

La figura 3.12 muestra el error en la posicion recuperada de los filamentos en
funcién de la relacién S/N obtenido para microtibulos in vitro y en células fijadas
(ex vivo). Observamos que la S/N es menor para los filamentos dentro de las célu-
las, tal como esperamos. Sin embargo, el entono celular aparentemente no afecta

el rendimiento de AFTER, ya que se superponen los datos in wvitro con los obteni-
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dos en células fijadas. Estos resultados indican que el algoritmo permite localizar

microtibulos individuales en el complejo entorno celular con una precision muy alta.

3.6. Extension de AFTER I: Tip tracking

El algoritmo presentado en la secciéon anterior realiza el seguimiento de filamen-
tos fluorescentes de imagenes confocales en una ventana espacial fija. Por lo tanto,
consideramos que es adecuado para analizar las formas locales de los filamentos y su
movimiento lateral. Sin embargo, el movimiento longitudinal del segmento estudiado
no puede ser evaluado, a menos que pueda marcarse un punto particular del fila-
mento que permita la identificacion de la coordenada longitudinal. Existen procesos
dentro de las células en los que esta identificacion se da naturalmente. Tal es el caso,
por ejemplo, del proceso de polimerizacion y depolimerizacion de los microtibulos,
donde se observa el crecimiento del extremo + del filamento, que llamaremos tip.
Para estudiar este fenémeno, desarrollamos una segunda herramienta computacional
que denominamos Tip tracking. Este algoritmo recupera las coordenadas zy del ex-
tremo de la imagen de un microtubulo a partir de imagenes de microscopia confocal
(figura 3.13).

La rutina de Tip tracking es semi-automatizada, tal como AFTER. Al comienzo
muestra la primera imagen de una pelicula. El usuario debe seleccionar dos posicio-
nes iniciales sobre cada punta que desea seguir en el tiempo: uno posicionado sobre
el extremo del filamento y otro (punto auxiliar) a lo largo del microtibulo. Si el
extremo del filamento se encuentra curvado, el punto auxiliar debera seleccionarse
entre la punta y el punto de méxima curvatura. Luego, el algoritmo re-ubica las
coordenadas y de estos dos puntos sobre el microtibulo con precision sub-pixel, uti-
lizando una exploracion de perfiles de intensidades ajustadas con redes neuronales,
tal como fue implementado en la rutina AFTER.

Estos puntos re-ubicados definen un eje longitudinal en el centro del filamento.
Pudimos verificar que el perfil de intensidades a lo largo de este eje sigue un compor-
tamiento tipo sigmoide por lo tanto, la rutina interpola ese perfil con una sigmoidea
y determina la coordenada x de la punta como la posicion para la cual el valor de
la intensidad interpolada alcanza el 50 % de su variacion total (figura 3.13C). Para
determinar la coordenada y del tip, el programa sigue un procedimiento idéntico al
descripto para el algoritmo de tracking de filamentos, utilizando una interpolaciéon
mediante redes neuronales para analizar el perfil de intensidades perpendicular al
eje del filamento en la posicion x hallada previamente.

La posicion sub-pixel del extremo del filamento recuperada y un nuevo pun-
to auxiliar son guardados en el programa y utilizados en el siguiente cuadro como

parametros iniciales. El algoritmo repite automaticamente este procedimiento en
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los cuadros siguientes hasta analizar todas las imagenes pertenecientes a la pelicu-
la. A modo de ejemplo, la figura 3.13D muestra las trayectorias de los extremos
recuperadas para el caso particular presentado en la figura 3.13A.

La rutina de Tip tracking permite obtener las posiciones de extremos de mi-
crottiibulos con una precisiéon de ~ 10nm en los rangos de S/N observadas en células
vivas. Si bien esta sub-rutina no fue utilizada en esta tesis, consideramos que su
combinacion con AFTER enriquece el andlisis del movimiento de microtibulos en

células vivas.
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Figura 3.13: Tracking de extremos de microtibulos en células vivas: (A-B) Iméage-
nes confocales at = 0s (A) 6 70 s (B) de microtibulos fluorescentes en células vivas.
En este caso particular, se observan tres filamentos polimerizandose que han sido trac-
keados combinando AFTER () y la sub rutina de tip tracking (@). Barra de escala: 5
pm. (C) Ejemplo de un perfil de intensidades analizado (—), con su respectivo ajuste (—)
y la posicién = de la punta recuperada (@) en un cuadro de la pelicula. (D) Trayectorias

recuperadas para los extremos de microtiubulos.
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3.7. Adaptacion de AFTER II: Analisis de image-
nes de filamentos obtenidas por STORM

La técnica STORM permite obtener imégenes de filamentos con una resolucion
espacial muy alta. Si bien las imagenes confocales de la red de microtiibulos tienen la
resolucion suficiente para poder realizar el tracking de estos filamentos, el estudio se
dificulta en el caso de los filamentos de actina o intermedios que suelen encontrarse a
distancias pequenas entre si, o presentan un mayor entrecruzamiento. Por otro lado,
al tener mayor resolucion, STORM permitiria analizar microtibulos en zonas de
la célula mas pobladas. Por estos motivos, nos resulta importante adaptar AFTER
para poder recuperar las coordenadas de imagenes de filamentos obtenidas con esta
técnica.

Las imégenes obtenidas con técnicas estocdsticas de superresolucién (como STORM)
difieren de las imagenes de fluorescencia presentadas hasta aqui no sélo en su re-
solucion espacial, sino también en la continuidad de la intensidad en los pixeles
pertenecientes a un filamento. Como hemos mencionado (seccién 1.3.1), son el re-
sultado de un procesamiento computacional de muchas imagenes de las cuales se
extraen posiciones de los fluoréforos con resolucién sub-pixel, por lo cual la imagen
de superresolucion es un “mapa” de posiciones.

Al basarse en el anélisis de perfiles de intensidad, nuestro algoritmo no tiene la
capacidad de hallar una posicién de un filamento que presenta regiones discontinuas
(casos en los cuales no hay intensidad en los pixeles). Por este motivo, generamos
una adaptacién de AFTER para recuperar coordenadas de filamentos en imagenes
generadas por STORM.

La adaptacion consiste en interpretar pixeles vacios como “agujeros” en la ima-
gen y se analiza la siguiente posicion. Si se observa una continuidad de 5 agujeros
consecutivos, la posicién no se considera como una coordenada del filamento y el
tracking se detiene. De esta manera, los agujeros no tienen una coordenada y aso-
ciada. Al completar el estudio del segmento analizado, se realiza una interpolacion
de los datos obtenidos utilizando redes neuronales y se completan las coordenadas
faltantes.

La figura 3.14 muestra una imagen obtenida mediante STORM de una region
de una célula en la que han sido marcados los microtibulos donde se superponen
las coordenadas recuperadas para algunos de los filamentos. Logramos recuperar las

posiciones de los microtubulos precision de ~ 10 nm .
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Figura 3.14: Coordenadas de microtibulos recuperadas a partir de imigenes de
STORM: Se muestra una imagen de STORM de una regién de una célula de cancer de
préstata donde se han superpuesto las coordenadas recuperadas de 4 microtibulos. Barra

de escala: 2 pm

3.8. Conclusiones

En nuestro afan de comprender la mecanica y dinamica de los filamentos del ci-
toesqueleto nos enfrentamos con la dificultad de poder extraer de manera confiable
las coordenadas de los mismos en imagenes de células vivas. Tras probar los diver-
sos algoritmos publicados a nuestro alcance hallamos que en ningun caso logramos
obtener resultados satisfactorios.

Ante este obstdculo, generamos un nuevo algoritmo de tracking, considerando
especificamente las dificultades que presentan este tipo de iméagenes: heterogeneidad
en la intensidad de fondo, entrecruzamientos de filamentos y valores bajos de S/N.

En este capitulo, presentamos AFTER con todas las pruebas computacionales
y experimentales a las que fue sometido para evaluar su desempeno. Esta rutina
permite recuperar con una precisién de ~ 10 nm las coordenadas de un microtibulo
individual en su entorno natural (figura 3.12). Hallamos que el algoritmo es robusto
ante intersecciones (figura 3.7), rotaciones (figura 3.10) y heterogeneidades en la
intensidad de fondo (figura 3.8) y pudimos compararlo con un algoritmo similar

basado en deconvolucion gaussiana.
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En lo que sigue en esta tesis, utilizaremos este algoritmo para estudiar distintos
aspectos de la red de microtibulos. Lo aplicaremos tanto en imagenes estaticas, para
extraer informaciéon mecanica de la red de microtibulos, como en peliculas de cen-
tenas de cuadros, donde tendremos la oportunidad de explorar aspectos dinamicos

de dichos filamentos.
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Capitulo 4

Estudio de la mecanica de

microtubulos en células vivas

Hemos mencionado en el capitulo 1 el papel fundamental del citoesqueleto en la
organizacion intracelular; esta involucrado en conectar a la célula fisica y bioquimi-
camente con el entorno extracelular con otras células [7] y genera fuerzas coordinadas
que permiten a la célula migrar y cambiar su forma [91, 116]. Distintos estimulos
mecanicos y quimicos pueden generar la remodelacion de esta red, produciendo cam-
bios en la morfologia y propiedades mecanicas de la célula. Estos cambios pueden ser
importantes en enfermedades, por ejemplo durante la invasion de células cancerosas
[7, 117] o en cardiopatias hipertroficas [118, 119].

Hemos descripto también que Los microtibulos son biopolimeros rigidos, con
longitudes de persistencia en el orden de los milimetros (seccién 1.5.5). Sin embar-
go, se encuentran flexionados dentro de las células dando lugar a una longitud de
persistencia aparente de algunas decenas de micrones [91]. En este contexto, nos
resulté interesante estudiar los aspectos mecanicos de los microtiibulos en células
vivas y cudles son los factores que pueden modificarlos.

En este capitulo combinamos las técnicas de microscopia de fluorescencia con el
algoritmo de tracking descripto en el capitulo anterior [120] para estudiar las cur-
vaturas y longitud de persistencia efectiva de segmentos de microtiibulos en células
melanéforas de Xenopus laevis. Evaluamos estos parametros en diferentes condi-
ciones experimentales para investigar qué factores intracelulares afectan tanto sus

valores medios como la distribucién de los datos de cada condicion.

4.1. Analisis de las formas de los microtubulos

En esta seccién describimos brevemente los métodos utilizados para obtener in-
formacion cuantitativa relevante acerca de las propiedades mecanicas de los mi-

crotubulos a partir de las posiciones de los mismos obtenidas de imédgenes confocales
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de células vivas.
Con simulaciones, evaluaremos la aplicacién de los modelos de Fourier (seccién
1.5.6) para obtener la longitud de persistencia de filamentos en células vivas y el

célculo de curvaturas (seccién 1.5.7).

4.1.1. Descripcion discreta de la forma de los filamentos

Dado un filamento cuyas coordenadas cartesianas son (xy,yx), realizamos un
cambio de variables a las coordenadas (s, 0;) que representan la longitud de arco y

angulo tangente (ver seccién 1.5.3):

k-1 As
Z k
S = 2 ASn -+ 7 (41)
y
0y = arctan (M> (4.2)
Tp+1 — Tk

donde la distancia entre puntos se define como Asy = /(2441 — ) + (k1 — yr)?
k = 1:m —1, donde m es el nimero de coordenadas recuperadas.

A partir de estas coordenadas, realizamos una descomposicién en modos de Fou-
rier de la parametrizacién 6(s), tal como se describié en la seccién 1.5.6.

La figura 4.1 muestra un ejemplo representativo de este analisis. En particular,
el panel A representa las posiciones de un filamento segiin un sistema de referencia
cartesiano. Estas coordenadas fueron transformadas al espacio (s, 0y) (figura 4.1B)
y la funcién paramétrica 0x(sy) fue descompuesta en modos de Fourier. En la figura
4.1C se observan los primeros 5 modos de Fourier, graficados con su respectiva
amplitud y la forma 60 (sy) recuperada a partir de 10 modos. Notamos que la forma
recuperada se aproxima a la original, reduciendo las fluctuaciones de alta frecuencia

que corresponden al ruido, como veremos mas adelante.

75



P
0 "‘-o...-ﬂﬁ".,
0,5+t N — S n=3
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 g _0
o & |
X [um] g -
B 2. n=4
® 08 !
= i
- 06 - P
@ 04 1 i B n=5
O 02 P 9 0 14 o o -
= gt \ .
o0 -_‘ - ‘._. 1
< / \ 0,8
C - -‘ L3
& 02 A \ ]
o 04 4 v X o 0
S { v, e | +
8) -0,6 S ‘
< 08 b 0,8 I
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 4 8
Longitud de arco, s [um] S [um]

Figura 4.1: Descomposicién de la forma de un filamento en modos de Fourier:
(A) Posiciones (xg,yr) de un filamento. (B) El mismo filamento graficado en funcién
de las variables (sg,0;). (C) Primeros 5 modos de Fourier graficados con su amplitud

correspondiente y la funcién 6(s) recuperada a partir de 10 modos (panel inferior) .

4.1.2. Calculo de curvaturas

En este capitulo estudiaremos las distribuciones de curvaturas de microtibulos
en células vivas en diferentes condiciones experimentales.

Las curvaturas seran estimadas utilizando el método descripto en la seccion 1.5.7.
Para evaluar la eficiencia de este método, lo aplicamos a arcos de circunferencia de
radio conocido, r. Con este fin, discretizamos arcos de circunferencia de distintos
radios tales que tengan curvaturas similares a las reportadas en células epiteliales,
la cuales son < 0.5 um ™! [89]. A cada coordenada, le sumamos un ruido gaussiano de
valor medio similar al error de tracking de los filamentos en células vivas (0.01-0.1 %
de su longitud total) y analizamos si el método puede recuperar correctamente las
curvaturas de los segmentos.

La figura 4.2 muestra las curvaturas calculadas segun la ec. 1.17 comparadas con
las tedricas calculadas a partir del radio de la circunferencia utilizada : Kk = 1/r.
Recuperamos el valor tedrico con un error < 5%, lo cual resultaria aceptable para

la evaluacion de las curvaturas de microtubulos en células vivas.
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Figura 4.2: Evaluacién del método de cdlculo de curvaturas: Se utilizé el método
basado en el estudio de los modos de Fourier descripto en la seccién 1.5.7 para calcular las
curvaturas de arcos de circunferencia conocidas. Se muestran las curvaturas tedricas (@)

y las recuperadas en presencia de 0% (), 0.01% (&) y 0.1% (x) de ruido.

4.1.3. Calculo de la longitud de persistencia para filamentos

simulados

El método para el célculo de Ip propuesto por Gittes et al. [70] establece una
relacion inversa cuadratica entre la varianza de las amplitudes de los modos de
Fourier y el niimero de onda' (ec. 1.16). Para corroborar dicha expresién, simulamos
un conjunto de 2000 filamentos siguiendo el método propuesto por Brangwynne et
al. [35]. Este método permite generar ensambles de filamentos teéricos a partir de
un procedimiento constructivo.

Brevemente, los filamentos se forman a partir de la unién de segmentos de 1
nm de longitud donde el angulo de orientacion de cada segmento se obtiene de una
distribucién normal centrada en la orientacion del segmento anterior. Es posible
obtener ensambles de filamentos con distintas longitudes de persistencia variando
el valor del ancho de la distribucién. Iniciamos la simulacion con segmentos con
orientacion 6 = 0.

La figura 4.3 muestra tres conjuntos de filamentos simulados con distinto ancho
de las distribuciones que generan las variaciones de la orientaciéon de los segmentos.
Utilizando el método de Fourier descripto en la seccién 1.5.6 determinamos la Ip de
cada conjunto (figura 4.4). La figura 4.3A muestra filamentos con una distribucién

de formas caracterizada por una Ip = (0,200 £ 0,006) um. Para el panel B, obtu-

1 11

var(an) = ;&
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vimos lp = (19,38 £ 0,04) um, valor cercano a la longitud total de los filamentos.
Finalmente, en el panel C presentamos un conjunto de filamentos para los cuales
Ip = (308,74 0,6) um, que se comportan como rigidos, con pequenas desviaciones

de la orientacion inicial.

Ip ~ 19um

Figura 4.3: Construccién numérica de filamentos a partir del ensamblado de
segmentos orientados al azar: Se muestran 200 filamentos con L = 8um de un conjunto
de 2000 para cada caso. (A) Filamentos flexibles o entrépicos: Ip << L. (B) Filamentos
semi-flexibles: Ip ~ L. (C) Filamentos rigidos: I[p >> L. Barra de escala: 2um

La figura 4.4 muestra el anélisis de las amplitudes de los modos de Fourer recu-
peradas. En el panel A se observan las amplitudes calculadas, mostrando una gran
dispersién para los modos méas bajos y en el panel B se observa el comportamiento de
la varianza de dichas amplitudes en funcién del nimero de onda. Los datos ajustan

correctamente a la ec. 1.16 para todos los modos computados.
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Figura 4.4: Dependencia de la varianza de las amplitudes de los modos de Fou-
rier con el nimero de onda para filamentos simulados: Se generan 2000 filamentos,
ilustrados en la figura 4.3B, como se describi6 en el texto y se analizaron por el método
de Fourier. (A) Amplitudes de los 10 primeros modos de Fourier recuperadas a partir
de los filamentos representados en la figura 4.3B (B) Dependencia de la varianza de las
amplitudes con el nimero de onda. La linea continua muestra el ajuste de la ec. 1.16 con

Ip = (19.38 + 0.04)pum.

En un paso posterior, exploramos si el error asociado a la localizacion del mi-
crotubulo afecta la determinacién de Ip. En este sentido, Gittes et al [70] mostraron
que el ruido afecta principalmente la informacién en los modos altos, estableciendo
un limite al nimero de modos relevantes para la determinacién de Ip.

Por este motivo, realizamos simulaciones de imagenes de filamentos de longitud
L = 8 pum con curvaturas determinadas por una distribucién térmica con Ip = 15 pum,
utilizando el modelo descripto por la ec 1.15. La figura 4.5A muestra un conjunto
de filamentos térmicos obtenidos con este método. A partir de estos filamentos,
simulamos imégenes confocales (figura 4.5B) tal como describimos en el capitulo
anterior (seccién 3.4) con una excepcién. En el primer paso de la generacién de
imagenes simuladas, en lugar de completar una fila de posiciones de intensidad > 0,
se les asigna este valor a posiciones determinadas por una curva obtenida del modelo
matematico descripto en la seccién 1.5.6.

Recuperamos las posiciones de los filamentos de las imagenes simuladas utili-
zando AFTER, descompusimos las formas en modos de Fourier y calculamos la
varianza de cada modo. La figura 4.6B muestra que la varianza de a,, de los fila-
mentos simulados decrece a medida que el vector de onda aumenta, presentando
claras desviaciones respecto al modelo teérico para g, > 3,6 um™' (i.e. n > 9). Esto
indica que el método no permite obtener amplitudes correctas de los modos para los
componentes de alta frecuencia. Por lo tanto, ajustamos los datos obtenidos a la ec.

1.15 para n < 9 y recuperamos Ip = (16 4 3)um; este valor no es significativamente

79



20

y [um]

Figura 4.5: Filamentos térmicos simulados: (A) Conjunto de filamentos térmicos
simulados, previo a la generacién de las imagenes. (B) Ejemplo de una imagen obtenida
al simular un filamento semiflexible sometido a fuerzas térmicas. Tamafio de la imagen:
16x82 pixeles, tamano del pixel = 100 nm y S/N ~ 10. La escala de pseudocolor representa

la intensidad en las imagenes simuladas.

diferente al simulado (15 pm), lo cual sugiere que el método permite un estudio
cuantitativo de las distribuciones de formas de los microtiibulos en este rango de

nimero de onda para S/N ~ 10.

Varianza de amplitudes [pum]

1 10
Vector de onda, g, [um™]

Figura 4.6: Método de Fourier para imagenes simuladas: Anilisis de la varianza de
las amplitudes de los modos de Fourier recuperadas del tracking de las imagenes simuladas.
Los datos se apartan del modelo (ec. 1.16), representado en la linea continua de pendiente

g2, a partir del ¢, ~ 3,6pum ™"
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4.2. Determinacion de la longitud de persisten-
cia de microtubulos en células melanoforas

de Xenopus laevis

Para estudiar las propiedades mecanicas de microtibulos en células vivas y la
influencia del entorno citosélico sobre las mismas, adquirimos imagenes confocales
de células melanéforas expresando a-tubulina-EGFP. La figura 4.7A muestra una
imagen representativa obtenida en esta condicién. Analizamos segmentos lo suficien-
temente largos como para que sean representativos en sus formas y lo suficientemente
cortos como para obtener una cantidad de datos estadisticamente relevantes.

Utilizamos la rutina de tracking para localizar segmentos de filamentos de 8 pum
de longitud en estas imagenes. Realizamos el cambio de variables para representar

la forma en (s, 6), tal como fue descripto en la seccién 4.1.1.
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Figura 4.7: Analisis de formas de microtibulos en células vivas: (A) Imagen
confocal representativa de células control transfectadas con EGFP-a-tubulina, la red de
microtibulos se observa en escala de grises. En verde se superponen las coordenadas de
un segmento de 8 pm. Barra de escala: 5um. (B) Histograma de las curvaturas calculadas
para segmentos de 8 um trackeados con AFTER. (C) Varianza de la amplitud de los modos
de Fourier en funcién del nimero de onda obtenida de un conjunto de 65 filamentos, los

circulos representan los datos experimentales y la linea el ajuste de la ec. 1.16.

La figura 4.7B muestra la distribucién de curvaturas obtenida para los segmentos
de microtubulos de 8 ym de longitud. El valor medio obtenido es < k >= (0,20 £
0,01) um™~!, de acuerdo con los datos reportados por Bicek et al. [89], que obtuvieron

curvaturas en el rango 0-0.3 pum™1.
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Luego, descompusimos las formas de los segmentos recuperadas en modos de
Fourier (seccién 1.5.6) y calculamos la varianza de las amplitudes de cada modo.
La figura 4.7C muestra que la varianza de las amplitudes de los modos obtenida
presenta un comportamiento simil-térmico, ya que decrece como ¢~2. Ajustamos
estos datos experimentales a la ec. 1.16 y obtuvimos una longitud de persistencia
aparente [p* = (21 £ 3) pm. Este valor se encuentra dentro del orden de magnitud
de la longitud de persistencia aparente en células CHO y COS-7 in vivo [35] y
es aproximadamente 100 menor que la Ip de microtibulos in vitro, indicando que
las amplitudes de las fluctuaciones en curvatura son significativamente mayores y
probablemente, de origen no-térmico.

Si bien no es sorprendente que las fluctuaciones en las formas de los microtibulos
dentro de las células sean mayores que en la condicion in vitro, la observacion del
comportamiento simil-térmico si lo es, ya que las células son sistemas fuera del
equilibrio.

Se ha propuesto que los propios filamentos que componen el citoesqueleto deter-
minan, al menos parcialmente, las propiedades mecanicas de los microttibulos [91, 96,
119, 121]. Para evaluar esta hipdtesis depolimerizamos selectivamente distintas redes
del citoesqueleto (figura 4.8A) y determinamos [p* como describimos previamente.
Los resultados obtenidos a partir de este estudio indican que la depolimerizacion
de la red de filamentos intermedios tiene un efecto significativo sobre la [p* los mi-
crottibulos (figura 4.8B). En las siguientes secciones detallamos los experimentos que

nos permitieron llegar a esta conclusion.
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Figura 4.8: AnAlisis de la influencia de polimeros del citosequeleto en la mecénica de
microtibulos en células vivas: (A) Esquemas de condiciones experimentales. I) Citoesqueleto
completo y microtiibulos marcados con EGFP-a-Tubulina (Control). IT) Citoesqueleto completo y
microtibulos marcados con EGFP-XTP (XTP). IIT) Filamentos de actina depolimerizados usando
latrunculina y microtiibulos marcados con EGFP-XTP (-FA). IV) Filamentos intermedios inhibidos
por transfeccién y microtibulos marcados con EGFP-XTP (-FI). (B) Andlisis de Fourier. Arriba:
Varianza de los modos vs. nimero de onda. Se muestran los datos experimentales con simbolos
y los ajustes al modelo con la linea del color correspondiente. Control (@), XTP (M), -FA (A) y
-FI (%). Abajo: Longitudes de persistencia aparentes calculadas. (C) Analisis de las curvaturas de

los segmentos. Arriba: Histogramas para cada condicién. Abajo: Comparacién de las curvaturas
promedio obtenidas. 83



4.2.1. Utilizacién de M APs para marcar establemente la red

de microtubulos

Al marcar la red de microtibulos con EGFP-a-tubulina, el fluoréforo se encuen-
tra unido covalentemente al monémero del filamento y sélo puede intercambiarse por
eventos de depolimerizacién/polimerizacion. Es por esto que el fluoréforo se foto-
blanquea y como consecuencia, la relacién S/N baja durante la observacién continua
de una célula en el microscopio confocal. Una posibilidad para disminuir este efecto
es utilizar una sonda que interactiie con microtibulos pero presente cierto recam-
bio con una poblaciéon de moléculas libres en la ventana temporal del experimento.
Por este motivo, pensamos en marcar MAPs, que se asocian transitoriamente a los
microtubulos.

Decidimos utilizar una linea celular estable expresando EGFP-XTP (figura 4.9A).
XTP es una proteina asociada a los microtiibulos tipo-tau de las células melanéforas
de Xenopus. Esta proteina se encuentra en equilibrio con la fraccién soluble por lo
cual presenta un recambio constante. Por este motivo, la marcacion con esta sonda
permitiria que se renueven los fluoréforos constantemente y se pueda observar la
muestra por tiempos mas prolongados.

Obtuvimos series temporales de imégenes de células melanéforas con la red de
microtibulos marcada con EGFP-a-tubulina o con EGFP-XTP (figura 4.9B). La
figura muestra que en el primer caso, los filamentos presentan un claro fotoblanqueo,
mientras que en las células marcadas con EGFP-XTP los filamentos presentan un
nivel aproximadamente constante de intensidad en el tiempo.

Las MAPs pueden afectar la mecdnica de los microtubulos dentro de las células
[20, 25-28]. Por lo tanto, evaluamos el efecto de XTP sobre la longitud de persistencia
aparente repitiendo los experimentos descriptos en la seccién 4.2 utilizando células
melanéforas expresando EGFP-XTP.

La figura 4.8B muestra también un comportamiento simil-térmico de las formas
de los microtibulos expresando EGFP-XTP. Obtuvimos una longitud de persistencia
aparente [p* = (19 + 3) pm, no significativamente diferente a la Ip* en células
expresando a-tubulina-EGFP (tabla en la figura 4.8B). También estudiamos las
curvaturas de los filamentos en esta condicién (figura 4.8C) y no hallamos diferencias
significativas en su distribucién con respecto a la presentada en el caso anterior,
presentando un valor medio < x >= (0,20 4+ 0,01) pm~".

Estos resultados muestran que el uso de EGFP-XTP para marcar los microtibu-
los no afecta las propiedades medidas. Sumado a la robustez frente al fotoblanqueo,

decidimos trabajar de aqui en adelante con esta linea celular.

84



B EGFP-a-tubulina
2 =g : i v 'j- _ .-i -.’-_l‘

EGFP-XTP

cuadro1 cuadro 60 cuadro 120

Figura 4.9: Marcacién de la red de microtiibulos con EGFP-XTP para disminuir
el fotoblanqueo: (A) Imagen confocal representativa de una célula expresando EGFP-
XTP, la red de microtibulos se observa en escala de grises. Barra de escala: 5 ym. (B)
Evaluacién del fotoblanqueo observado en células que expresan EGFP-a-tubulina (arriba)
o EGFP-XTP (abajo). Se muestran los cuadros 1, 60 y 120 de peliculas adquiridas en

idénticas condiciones.

4.2.2. Influencia de la red de actina sobre la [p* de los mi-

crotubulos

Con el fin de explorar el rol de los filamentos de actina en las propiedades mecéni-
cas de los microtibulos, recuperamos las formas de segmentos de filamentos (L = 8
pm) en células expresando EGFP-XTP tratadas con latrunculina como se indica en
la seccion 2.1.2 para depolimerizar los filamentos de actina (figura 4.10).

Analizamos los datos mediante la descomposiciéon de Fourier y observamos que
var(a,) < q 2%, correspondiendo con un comportamiento simil-térmico (figura 4.8B).
La longitud de persistencia efectiva en este caso, Ip* = (18 £+ 3) pum, no fue signi-
ficativamente distinta a la obtenida para células control. Estudiamos, también las
curvaturas de estos segmentos y hallamos que la distribucién de las mismas no difie-
re de la obtenida en células control (figura 4.8C). Estos resultados concuerdan con
aquellos obtenidos por Bicek et al. [34] que observaron que los eventos de flexién de

los microtiibulos no estan correlacionados con la presencia de filamentos de actina.
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Figura 4.10: Depolimerizacién de la red de actina: Se trataron células expresando
EGFP-XTP con latrunculina para depolimerizar los filamentos de actina (A) Como control
del tratamiento, se registraron imédgenes confocales de células melanéforas control (arriba)
y tratadas con latrunculina (abajo) marcadas con rodamina-faloidina. La red de actina
se muestra en rojo (B) Imagen representativa de red de microtibulos obtenida para la
condicion EGFP-XTP tratada con latrunculina, la red de microtiibulos se observa en

escala de grises. Barras de escala: 5 pm

Por otro lado, Brangwynne et al. [91] hallaron que la depolimerizacién de actina
tenfa un efecto muy leve en la longitud de onda de los microtibulos en células
vivas y sugirieron que otros componentes del citoesqueleto, tales como los filamentos
intermedios, deben ser importantes para determinar el comportamiento mecénico de

los microtubulos.

4.2.3. Influencia de los filamentos intermedios sobre la [p*

de los microtubulos

Repetimos los estudios mencionados previamente en células expresnado una va-
riante dominante negativa de vimentina (EGFP-vim(1-138)), una proteina carac-
teristica de filamentos intermedios [2]. Se ha demostrado que la sobreexpresién de
esta version mutante provoca la depolimerizacién de los filamentos intermedios en
células melanéforas de Xenopus laevis [106]. La figura 4.11A confirma que la expre-
sion de esta mutante resulta en ausencia de filamentos intermedios. Por otra parte,
se observa cualitativamente, que la morfologia aparente de la red de microtiibulos se
preserva (figura 4.11B). Las células transfectadas con EGFP-vim(1-138) presentan
una alta concentracién en el nicleo celular (figura 4.11A), por este motivo, pueden

visualizarse facilmente [106, 122].
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Figura 4.11: Depolimerizacién de filamentos intermedios: Se transfectaron células
expresando EGFP-XTP con una variante dominante negativa de vimentina (A) Imagenes
confocales de células melandforas transfectadas con EGFP-vimentina (arriba) o GFP-
vim(1-138) (abajo) y posteriormente fijadas. En verde se muestra la vimentina, en la
imagen control se encuentra formando filamentos mientras que en la transfectada con
la mutante (GFP-vim(1-138)) estd reclutada al nicleo (B) Imdgenes representativas de
células expresando EGFP-XTP transfectadas con GFP-vim(1-138) para eliminar los fila-
mentos intermedios, la red de microtibulos se observa en escala de grises. Barras de escala:

o pm

La figura 4.8B muestra que la varianza de las amplitudes de los modos de Fourier
en ausencia de filamentos intermedios sigue un comportamiento simil-térmico. Calcu-
lamos la longitud de persistencia aparente para los microtibulos en estas condiciones
y obtuvimos Ip* = (9 4 1)um, valor significativamente menor al obtenido en células
control. Por otra parte, la distribucién de curvaturas difiere de aquella obtenida en
condiciones control, presentando un valor medio mayor, < x >= (0,24 £ 0,02)um*
(figura 4.8C). Estos resultados muestran que este componente del citoesqueleto tiene

un papel importante en la estructura de la red de microtibulos dentro de las células.
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4.2.4. Efecto de las fuerzas de polimerizacién y depolimeri-
zacion en la distribucion de formas de la red de mi-

crotubulos

En las secciones anteriores hallamos valores de la longitud de persistencia apa-
rente de microtibulos en células vivas que son dos 6rdenes de magnitud menores a
las Ip medidas in vitro. Este resultado se encuentra asociado a mayores fluctuacio-
nes en las formas de los filamentos, lo cual era esperable dentro de las células. Sin
embargo, no existen motivos para esperar a priori que las formas de los filamentos
ajustaran a un modelo de equilibrio. Una explicacién a este comportamiento simil-
térmico podria ser la presencia de fuerzas activas actuando en forma aleatoria en
el tiempo y el espacio sobre los microtibulos [123]. A partir de esta hipdtesis, nos
preguntamos cuan delicado es el balance de fuerzas activas dentro de las células y
cémo varia la [p* al modificarlas. En el capitulo 1 mencionamos que los procesos de
polimerizacién y depolimerizacion de microtibulos son capaces de generar fuerzas
de compresion sobre los filamentos. Es posible eliminar dichos procesos tratando a
las células con vinblastina. En concentraciones adecuadas, esta droga estabiliza a
los microtubulos, inhibiendo su polimerizacién y depolimerizacién [103] sin causar
la ruptura de los filamentos preexistentes [124].

Nos basamos en los resultados presentados por Robert et al. [104] para determi-
nar la concentracién éptima de vinblastina requerida para estabilizar los microtibu-
los. En su trabajo, y en otro reportes [124], la concentracién utilizada fue 10 nM.
Por este motivo tratamos a las células melanoéforas expresando EGFP-XTP con 10 6
20 nM vinblastina. En un analisis cualitativo de las células tratadas con vinblastina
20 nM, notamos segmentos de microtubulos fragmentados, i.e. ya no formando una
red, y otros agrupados y muy curvados. Por otro lado, en las células tratadas con
10 nM vinblastina observamos un detenimiento en los eventos de polimerizacién y
depolimerizacion sin modificar drasticamente a la red de microtibulos. Por lo tanto
utilizamos esta concentracion en todos los experimentos con esta droga.

En estos experimentos, las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia de
fluorescencia de campo amplio (figura 4.12). Este cambio en el método de observacién
de las células se debe a que buscamos obtener imégenes de células enteras con
alta resolucion temporal, para realizar un analisis dindmico de la flexion de los
microtubulos que serd presentado en un capitulo posterior (Capitulo 7).

Como paso inicial, realizamos un experimento para corroborar que el cambio en
el método de adquisicion de imagenes y el ruido asociado al mismo no modificara los
resultados en células control, i.e. células EGFP-XTP sin tratamiento. Calculamos
la longitud de persistencia aparente y obtuvimos un valor de lp* = (16 4+ 1) um,

que no es significativamente diferente al obtenido con imagenes confocales de esta
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Figura 4.12: Imégenes de células control y tratadas con vinblastina: Imégenes
de campo amplio de células melanéforas de Xenopus laevis expresando EGFP-XTP en
condicién control (A) o tratadas con 10nM de vinblastina (B) Barras de escala: 10 ym. En
el panel interno de (B) se muestran amplificaciones de zonas con microtibulos altamente

curvados. Barras de escala: 2 ym.

misma linea celular (figura 4.13A). En este caso, el comportamiento también fue
simil-térmico.

Una vez comprobado que los resultados obtenidos mediante la técnica de cam-
po amplio son indistinguibles de aquellos obtenidos mediante microscopia confocal,
analizamos la influencia de vinblastina en los microtibulos. La figura 4.12 muestra
que los microtubulos en células tratadas con vinblastina son cualitativamente di-
ferentes a los de células control; las primeras presentan microtibulos con mayores
curvaturas.

La figura 4.13B muestra que la varianza de las amplitudes de los modos decrece
con el nimero de onda, pero no sigue el comportamiento simil-térmico ya que el
exponente es # —2. Este resultado sugiere que la distribucién de formas de los mi-
crotubulos responde a un delicado balance de fuerzas activas a las que se encuentran
sometidos los microtiibulos en células vivas y que la supresién de los procesos de
polimerizacién/depolimerizacién es suficiente para perturbar este equilibrio.

Forzando el ajuste de los datos a la ecuacién 1.16, obtuvimos [p* = (11 £ 2) pm.
La comparacién de este dato con los mostrados en la figura 4.8 sugiere que este
valor es menor al obtenido en células no tratadas, consecuente con la observacion

cualitativa de filamentos més curvados en las células tratadas (figura 4.12).
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Figura 4.13: Efecto de la vinblastina en la Ip*: (A) Comparacién de células control
observadas mediante microscopia confocal (datos M, ajuste —) y de campo amplio (¢,
ajuste —), ambos casos siguen el comportamiento de var(a,) < ¢,2 y no dan diferencias
significativas en las Ip* recuperadas. (B) Datos obtenidos de células tratadas con 10nM de

vinblastina (M) con su exponente libre (-) o fijado a un valor de -2 (— ).

4.3. Conclusiones

En este capitulo, hemos estudiado las propiedades mecanicas de los microtibulos
y la influencia del entorno celular en su organizacién en células melandforas de
Xenopus laevis.

Exploramos la influencia de una MAP especifica (XTP), de los filamentos de
actina y los filamentos intermedios en la mecanica red de microtibulos. Con este fin,
cuantificamos la distribucién de curvaturas de microtibulos fluorescentes en células
vivas y hallamos que la misma sigue un comportamiento simil-térmico, tal como fue
reportado para microtibulos en células fijadas [35]. La longitud de persistencia que
medimos es significativamente menor a la reportada para estos filamentos in vitro.
Este resultado no variaba en células expresando EGFP-XTP (figura 4.8).

Este comportamiento simil-térmico fue reportado anteriormente, Brangwynne et
al. [35] sugirieron que fluctuaciones no-térmicas de la orientacién de la punta del
filamento al polimerizarse pueden generar curvaturas que persistirian por el micro-
entorno elastico. Por otra parte, estas formas también podrian verse alteradas por la
accion de fuerzas activas sobre filamentos ya polimerizados. En este sentido Bicek et
al. [34] propusieron que los motores moleculares asociados a los microttibulos son los
responsables de generar la mayor parte de la energia de compresién almacenada en

la red. Nuestra hipotesis postula que el comportamiento simil-térmico observado se
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debe a un balance de procesos activos dentro de la célula, donde los microtibulos se
ven sometidos a fuerzas no-térmicas actuando forma aleatoria tanto espacial como
temporalmente.

Al suprimir las fuerzas activas de polimerizacion y depolimerizaciéon de mi-
crottibulos, los datos se apartan del modelo de equilibrio (figura 4.13). Este resultado
sugiere que existe un delicado equilibrio entre fuerzas activas, tanto las generadas
por motores moleculares como las de polimerizacién/depolimerizacién. Al eliminar
uno de estos procesos, el equilibrio se ve alterado.

Hasta el momento no encontramos en la literatura trabajos que relacionen la po-
limerizacién/depolimerizacién de los microtibulos con su longitud de persistencia
efectiva. Sin embargo, existen reportes de la flexion de los microtibulos como con-
secuencia de su polimerizacién ante una barrera rigida [34, 91, 92]. Si el dnico efecto
del tratamiento con vinblastina fuera el de eliminar una fuerza de compresién sobre
las células, esperariamos encontrar una distribucion que se modificara en el sentido
de una mayor [p*, ya que los filamentos, en promedio, sufririan una compresion me-
nor bajo el tratamiento. Sin embargo, el comportamiento fue opuesto (figuras 4.13B
y 4.8B).

La fuerza de polimerizacién es pequena comparada con otras fuerzas intracelu-
lares (por ejemplo, las generadas por motores moleculares) y los eventos de flexién
debidos a esta fuerza son poco frecuentes dentro de las células [34]. En las célu-
las tratadas con vinblastina la depolimerizacién también es inhibida. Mediante este
mecanismo, los microtubulos liberan su compresion cuando el extremo + se encuen-
tra con una barrera, mediante el fendmeno denominado catdstrofe por encuentro
(encounter-based catastrophe) [18, 19, 21], descripto en la seccién 1.1.3. Al eliminar
esta posibilidad, los microtibulos podrian estar acumulando mayor compresion y
por ende deformandose con longitudes de onda menores, lo cual explicaria la acu-
mulacién de filamentos curvados hacia la periferia celular, donde la membrana actua
de barrera. Esto es un hipétesis que debe ser estudiada experimentalmente.

Por otra parte, observamos que la depolimerizacion de filamentos intermedios re-
duce significativamente la longitud de persistencia aparente (figura 4.8B), sugiriendo
que esta red se encuentra vinculada mecanicamente a los microtibulos dentro de las

células.
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Capitulo 5

Movimiento lateral de

microtubulos en células vivas

Los microtiibulos se ven sometidos a fuerzas activas dentro de las células que
generan desplazamientos y deformaciones de los filamentos. En el capitulo anterior
analizamos las formas instantaneas de los microtibulos de manera aislada. Sin em-
bargo, en el citoplasma los microtibulos varian su forma y se desplazan. Al ser una
de las vias para el trasporte de cargas dentro de las células, el movimiento de estos
filamentos se encuentra intimamente ligado a las trayectorias de dichas cargas y a
su destino final [98]. Por este motivo, nos resulta importante describir la dinami-
ca de estos filamentos, en pos de hallar una descripciéon global de la organizacion
intracelular.

Para estudiar la remodelacion local de la red de microtibulos debida a desplaza-
mientos de sus componentes, evaluamos el movimiento lateral de los microtiibulos
en células. Por otra parte logramos mapear el movimiento lateral de los filamentos
en dos regiones celulares: una central y otra periférica y observamos diferencias en
los parametros ajustados.

Parte de los experimentos presentados en este capitulo fueron realizados con la

colaboracion de la Dra. Diana Wetzler.

5.1. Desplazamiento cuadratico medio

Un parametro ampliamente utilizado para extraer informaciéon cuantitativa de
trayectorias de particulas individuales es el desplazamiento cuadratico medio (MSD,
por sus siglas en inglés). Este pardmetro indica la distancia media que ha recorrido
un ensamble de particulas después de un lapso de tiempo 7, y por ende su compor-
tamiento estd relacionado las propiedades del movimiento y el microentorno [115].

En este capitulo, extendemos el concepto de MSD al movimiento de filamentos.

En este caso estudiaremos su movimiento lateral (i.e. en la direccién perpendicular
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a su orientacién principal) en el plano de la imagen. Para evaluar este desplazamien-
to, calculamos la posicién lateral (Pl) en cada cuadro como la posicién media del

segmento en esa direccién:

pl — k=1 (5.1)
m

donde m es el nimero total de coordenadas recuperadas e y; es la posicion vertical
para cada punto zj. Pl corresponde al centro de masa del segmento en la direcciéon
transversal.

De esta forma, definimos el desplazamiento lateral cuadratico medio (M LSD)

para una trayectoria de PI:

MLSD(r) = ((PI(t) — Pl(t +7))*) (5.2)

donde t es el tiempo absoluto y 7 es el lapso de tiempo entre puntos estudiados
(time lag), en este caso los corchetes <> representan un promedio temporal.

Para analizar la evolucion del MLSD para segmentos de microtibulos en células
melandéforas, ajustamos su comportamiento usando un modelo de difusion anémala
(122, 125, 126]:

T

To

MLSD(r) = A ( >a + MLSD, (5.3)

donde A representa un coeficiente de difusion generalizado, a es el exponente de
difusion, 7 es el lapso de tiempo, 70 = 1s y M LS Dy es el valor residual del M LSD.

El parametro a es un exponente que caracteriza al movimiento: o = 1 correspon-
de a una trayectoria al azar y a = 2 describe un movimiento procesivo con velocidad
constante [127]. En estos casos limite, el factor pre-exponencial, A, es proporcional
al coeficiente de difusion y la velocidad cuadrética, respectivamente.

En general, particulas difundiendo pasivamente en el citoplasma presentan va-
lores del exponente 0 < a < 1, que representa un régimen sub-difusivo [128-130].
Por otra parte, aquellas moviéndose activamente en este tipo de medios muestran
un comportamiento siper-difusivo (1 < a < 2) [131, 132]. En estos casos, el factor
pre-exponencial A es un coeficiente de transporte que combina informacién de las
fuerzas dirigidas que generan el transporte y la respuesta viscoelastica del citoplasma
[123, 126]. Este factor tiene unidades de distancia al cuadrado [126] lo cual permite

comparar la movilidad efectiva de trayectorias con distintos valores de a.
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5.1.1. Influencia de las redes de filamentos de actina y fila-
mentos intermedios en el movimiento lateral de mi-

crotubulos

Hemos mencionado en secciones anteriores que el citoesqueleto es una red inter-
conectada, donde todos sus componentes interactian entre si. Esto nos hace suponer
que los filamentos intermedios y de actina pueden afectar el movimiento de los mi-
crotubulos.

Para explorar la influencia del resto de los componentes del citoesqueleto en el
movimiento lateral de los microtibulos dentro de las células, adquirimos peliculas
confocales de regiones de células expresando EGFP-XTP con una resolucion tem-
poral relativamente alta (0.6-5 cuadros/s), durante 30 s.

Utilizando AFTER, (capitulo 3), recuperamos las posiciones de segmentos de
microtubulos de 5 pm de longitud y calculamos la Pl en cada cuadro. Esta longi-
tud resulto la mas adecuada para realizar este andlisis, ya que estos segmentos de
presentan curvaturas pequenas y funcionan como sondas locales del movimiento la-
teral del microtubulo al cual pertenecen. Como veremos a continuacién, controlamos
a posteriori que los segmentos analizados no presenten cambios apreciables en su
curvatura.

La evolucion de Pl representa el desplazamiento lateral del segmento, inicamente
en el caso de que el mismo no se deforme significativamente durante el tiempo de
observacion. Por este motivo, una vez recuperadas las coordenadas del segmento de
microtibulo, cuantificamos un indice de deformacién (D) definido como el cociente

entre la distancia lineal entre los extremos del segmento y su longitud total (L):

Tm — T1 Ty — T1
pu— ™ pu—

21 Asy, L
En los siguientes andlisis descartamos filamentos que presentaran una variacion

en D >7%.

La figura 5.1 muestra un ejemplo del analisis realizado sobre un segmento de

D

(5.4)

microtibulo. En el panel A se presentan las posiciones (2, yx) recuperadas en dis-
tintos cuadros de la pelicula estudiada; el valor de Pl se encuentra representado
con circulos. La figura 5.1B muestra la variacion temporal del indice de deformacion
durante el tracking y el panel C muestra la trayectoria de la PI.

La figura 5.1D muestra un ejemplo de la evolucién del M LSD en funciéon de 7
calculada a partir de trayectoria ilustrada en el panel C. En esta figura graficamos
también el comportamiento esperado para una trayectoria difusiva (&« = 1) y una
trayectoria con velocidad constante (o = 2).

Calculamos el MLSD (ec. 5.2) para todas las trayectorias de Pl seleccionadas
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segun el criterio del indice de deformacién mencionado y para 7 < 10 % de la dura-

cién total de la trayectoria [127].
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Figura 5.1: Movimiento lateral de los microtibulos: Ilustracién del analisis de seg-
mentos de microtibulos de 5 pm de longitud, aplicado a un segmento representativo. (A)
Coordenadas de un segmento recuperadas con AFTER a distintos tiempos y valores de Pl
(@). (B) Evolucién del indice de deformacién para el mismo segmento, < DI > correspon-
de al valor medio, las lineas punteadas muestran el rango aceptable para las variaciones
de DI y los ciculos corresponden a los valores del indice en los cuadros graficados en A.
(C) Evolucién temporal de Pl. (D) Movimiento lateral cuadratico medio en funcién de 7
(-) para la trayectoria de Pl. Se muestra un comportamiento difusivo con « =1 (=) y un

movimiento balistico: o =2 (—)

Ajustamos los datos de las trayectorias de los segmentos al modelo de difusién
anémala dado por la ec. 5.3 y obtuvimos los parametros A y . La figura 5.2 muestra
que los valores de « se encuentran en el rango 0.5-1.5, sugiriendo que parte de los
microtibulos se encuentran parcialmente restringidos en su movimiento mientras
que otros estan sometidos a fuerzas activas.

El comportamiento promedio cercano a 1 sugiere un balance entre movimientos
dirigidos por procesos activos y filamentos restringidos en un entorno altamente
poblado.

Repetimos este andlisis en células tratadas con latrunculina (-FA) o transfectadas

con la dominante negativa mutante de vimentina (-FI), utilizada en el capitulo 4.
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En todas las condiciones evaluadas, a toma valores en el rango 0.4-1.7 con valores

medios similares al determinado en células control (figura 5.2B).
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Figura 5.2: Influencia de las redes del citoesqueleto en el movimiento lateral de
los microtibulos evaluada a partir del andalisis del M LSD: Se analizaron segmentos
de microtibulos de 5 pm en células control y luego de depolimerizar selectivamente los
filamentos de actina o los intermedios. (A) M LSD vs. T para la condicién control (), como
referencia las lineas negras muestran el comportamiento esperado para o = 0.5 (abajo)
y a = 2 (arriba). (B-C) Boxplots del coeficiente de difusiéon anémala, o (B) y el factor
pre-exponencial, A (C) obtenidos para células en condicién control: C; sin filamentos de
actina: -FA; y sin filamentos intermedios: -IF. Se muestran datos obtenidos para 80-110

filamentos de 15-50 células en cada condicién experimental.

Por otra parte, los valores del factor A -asociado a la amplitud del movimiento-
en células sin actina o filamentos intermedios son superiores a los control! (figura
5.3C). Las células tratadas con latrunculina presentaron un valor promedio de este
factor mayor al de aquellas sin filamentos intermedios. Estos resultados indican
que la depolimerizaciéon de las redes de actina o filamentos intermedios aumenta

significativamente los desplazamientos locales de los microtibulos, sugiriendo que

!Segiin lo determinado mediante una prueba de Wilcoxon.
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estas redes del citoesqueleto restringen el movimiento de los microtibulos en células

vivas.

5.1.2. Mapeo del movimiento de microtiibulos en células vi-

vas

Hemos mencionado antecedentes que muestran que tanto fuerzas internas como
externas a la célula actian sobre y a través del citoesqueleto, afectando las pro-
piedades mecdnicas locales y globales de la célula [22, 90, 116, 133]. Por lo tanto,
decidimos mapear como distintas regiones de la célula y, en consecuencia, el cito-
esqueleto sensa estas fuerzas para buscar comprender la repuesta mecdanica de la
célula.

Para mapear la dindmica de los microtibulos dentro de la célula, adquirimos
peliculas confocales de células expresando EGFP-XTP con una resolucién temporal
de 0.1-0.3 cuadros/s durante ~ 12 min. Tal como realizamos en la seccién anterior,
recuperamos las posiciones de los microtiibulos a lo largo del tiempo y computamos
su movimiento lateral promedio. En este caso, seguimos el movimiento de filamentos
de 4 pm de longitud para poder obtener un mayor nimero de segmentos analizados
en una célula y realizar un mapeo confiable. Este valor sigue siendo mayor que las
longitudes medias de los tamanos tipocos de las deformaciones de los filamentos pero
no demasiado grandes, como para poder describir correctamente el desplazamiento
del segmento mediante su Pl. Descartamos aquellos que presentan deformaciones en
el tiempo utilizando el mismo criterio que en la seccién anterior.

Para el analisis, consideramos filamentos ubicados en la region cortical o en
la region perinuclear de la célula. Definimos las regiones dividiendo a la mitad la
distancia del ntucleo de la célula a su membrana. Llamamos cortical a la regién del
citoplasma que se encuentra cercana a la membrana (en general esto resulté en una
distancia <10 pum de la membrana plasmatica, aproximadamente) y perinuclear a
la regién cercana al nicleo, i.e. la parte central de la célula. La figura 5.3 muestra
una imagen representativa de una célula con algunos microtibulos analizados. Las
flechas ilustran el movimiento lateral de los microtubulos en la ventana temporal
estudiada y su longitud es proporcional a la magnitud del desplazamiento total. La
figura muestra que los segmentos se desplazan en direcciones arbitrarias, sugiriendo
que la dindmica estudiada en esta célula representativa no se debe a un movimiento
global de la misma. Procuramos tomar mediciones en células que cumplieran con
esta caracteristica.

La figura 5.3B-C muestra los valores recuperados de a y A obtenidos para cada
sector de la célula. Los exponentes de difusién andémala medidos en ambos sectores

fueron predominantemente mayores a 1, indicando que las fuerzas involucradas en el
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Figura 5.3: Mapeo del movimiento lateral de los microtibulos en células vivas:
(A) Imagen en escala de grises de una célula expresando EGFP-XTP mostrando algunos
filamentos seguidos en la regién perinuclear (amarillo) y cortical (cyan). Las flechas re-
presentan los vectores desplazamiento para cada segmento. Barra de escala 10 ym. (B-C)
Se ajustaron los datos de M LSD al modelo de difusién anémala. Se muestran boxplots
de los valores obtenidos del exponente de difusiéon anémala (ec. 5.3), a (B) y del factor

pre-exponencial, A (C). La figura incluye datos de 51 filamentos de 5 células diferentes.

desplazamiento de estos filamentos del citoesqueleto son activas, tanto en los bordes
de la célula como en su region central.

Ademas, el valor de o determinado en la periferia celular fue significativamente
mayor al obtenido en la zona perinuclear?. Como los microtiibulos se encuentran
interconectados a la corteza mediante motores moleculares [134], los valores mayores
del exponente podrian reflejar fuerzas activas mas intensas.

Al comparar estos datos con aquellos obtenidos en la seccién anterior (5.2B) ob-
servamos que los valores de « fueron mayores en este caso (figura 5.3B). Esto puede
deberse a que los experimentos realizados en esta seccion tienen menor resoluciéon
temporal y barren una ventana temporal mayor. Esto sugiere que los procesos invo-
lucrados en el movimiento dirigido de los microtibulos se desarrollan en ventanas
temporales de segundos. En esta direccion, se demostrd previamente que los eventos
de flexion de microtibulos en células vivas ocurririan en esta misma escala temporal
(34, 98].

En este punto, vale la pena mencionar que el MSD de distintas sondas en células

2Segtin el criterio de Wilcoxon.
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vivas con frecuencia presenta transiciones entre distintos regimenes anémalos [98,
123, 131, 132, 135]. Estas transiciones son consecuencia de las distintas escalas tem-
porales de los procesos subyacentes al movimiento de la particula estudiada. Por
ejemplo, una sonda de dimensiones micrométricas inmersa en el citoplasma pue-
de presentar un movimiento difusivo a escalas cortas de tiempo, ciertos obstaculos
microtmétricos como el citoesqueleto pueden confinar su movimiento a escalas tem-
porales intermedias, para finalmente resumir un movimiento més dirigido a escalas
mayores de tiempo debido a la remodelacién activa del citoesqueleto [123, 131]. La
ecuacién propuesta en esta parte del trabajo (eq. 5.3, [136-138]) asume un compor-
tamiento de ley de potencia con un unico exponente, y por lo tanto representa el
comportamiento anémalo promedio observado en una ventana temporal en particu-
lar.

Por otra parte, el factor pre-exponencial A es significativamente mayor en la zona
central de la célula que en sus bordes, sugiriendo que la amplitud del movimiento
es mas reducido hacia la periferia. La red de microtibulos se encuentra vinculada
a la membrana plasmatica. Esta interaccion, junto con la interaccion con la red de
actina, podria ser responsable de la restriccién del movimiento de los microtibulos

en esta zona, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la seccion anterior.

En conjunto, estos resultados muestran que las fuerzas involucradas en el mo-
vimiento del citoesqueleto pueden ser de caracter activo y heterogéneas temporal y

espacialmente.

5.2. Conclusiones

En este capitulo, estudiamos el movimiento lateral de la red de microtibulos en
células melanéforas de X. laevis. Este movimiento influye en el transporte intrace-
lular de cargas [98]. Por este motivo, la caracterizacién dl mismo y de los factores
que lo afectan es importante para desarrollar un modelo de transporte intracelular
integral, incluyendo la dindmica de sus vias.

Al analizar el M LSD de las trayectorias recuperadas en ventanas temporales
pequenas, determinamos que el exponente de difusiéon anémala tiene un valor medio
~ 1 (figura 5.2B). Este valor es caracteristico de un proceso difusivo, en el cual
actian fuerzas térmicas. Sin embargo, lo que diferencia nuestros datos de un caso de
movimiento Browniano es su dispersién y las magnitudes extremas alcanzadas. Los
valores de a obtenidos representan fenémenos de distinta naturaleza: por un lado
procesos activos para « > 1; y por otro, procesos sub-difusivos con v < 1. El hecho
que el valor medio del exponente sea ~1 evidencia el equilibrio de procesos activos

y no-activos dentro de las células.
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Este balance deja de observarse al ampliar la ventana temporal al orden de los
minutos, para el estudio del M LS D, condicién en la cual el exponente adopta valores
principalmente mayores a 1. Esto indica que los fenémenos observados a estas escalas
temporales son primordialmente activos.

Al estudiar los efectos de las redes del citoesqueleto sobre el movimiento lateral de
los microtibulos, reportamos un aumento significativo en su movimiento en células
sin filamentos de actina o intermedios con respecto a las células control (figura 5.2C).
Esto sugiere que dichos componentes del citoesqueleto restringen el movimiento de
los microtibulos y contribuyen a la organizacién dinamica de su red.

El valor de A en células desprovistas de filamentos de actina resulté mayor que
en las otras condiciones, sugiriendo una mayor restriccion del movimiento de los
microtibulos por estos filamentos. Por otra parte, hallamos una menor dispersion
de los valores de A en las células control respecto a aquellas en las cuales se de-
polimerizé actina o filamentos intermedios (figura 5.2C). Este resultado puede ser
interpretado considerando la heterogeneidad de la distribucién de las redes de actina
y filamentos intermedios que, al ser depolimerizados, pueden liberar el movimiento
de los microtubulos en ciertas regiones pero no en otras.

La mayoria de los trabajos previos sobre la dinamica de microtibulos en células
vivas estaban basados en imégenes de microscopia de campo amplio de la red de
microtibulos [34, 35, 59, 139]. Aqui, utilizamos microscopia confocal para estudiar
la dindmica de los microtibulos en distintas regiones celulares. Combinando esta
técnica con AFTER, que nos permite realizar el tracking de filamentos a bajos
niveles de S/N, pudimos realizar el seguimiento de segmentos de microtibulos en
distintas regiones de la célula y mapear su movimiento.

A partir del estudio de trayectorias de segmentos de microtibulos en distintas
regiones celulares, determinamos que el movimiento de los filamentos en la region
central es més rapido, pero menos direccionado que en la regién periférica de le
célula (figura 5.3). Teniendo en cuenta la aumentada densidad de la red de actina
en la regién periférica de las células podemos considerar que la interacciéon de este
entramado de filamentos puede conducir a un movimiento global coordinado pero

mas restringido que en otras zonas de las células.
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Capitulo 6

Deformacion de microtubulos y
produccion de fuerzas: estudio

numerico

Uno de los aspectos menos estudiados de los microtibulos y que ha cobrado
relevancia en el ultimo tiempo es la capacidad de estos biofilamentos de transmitir
fuerzas mecanicas. Este fenémeno también se encuentra involucrado en la meca-
notrasduccion, que es la capacidad que tienen las células de convertir estimulos
mecanicos en senales quimicas [140-142].

Con el objetivo de comprender la mecanica subyacente a este fendmeno, en este
capitulo estudiamos un tipo de evento que ocurre frecuentemente en células vivas:
el buckling de microtibulos. Durante estos eventos, una region del microtiibulo so-
metido a fuerzas activas se curva subitamente y luego de unos segundos relaja su
forma [23, 90, 91].

Abordamos el estudio desde un punto de vista tedrico: realizamos simulaciones
de filamentos utilizando un modelo minimalista basado en el worm-like chain model
(WLCM) para comprender como distintos mecanismos de fuerza podrian resultar
en el buckling del filamento con distintas caracteristicas.

Parte del trabajo presentado en este capitulo fue realizado en colaboracién con
el Dr. Alejandro G. Monastra, de la UNES.

6.1. Los eventos de buckling ocurren frecuente-

mente en células vivas

La figura 6.1 muestra una secuencia temporal de imagenes en las que ocurre
una deformacién transiente y localizada de un microtibulo en el entorno citosélico;

superpuesto a las imagenes de microscopia, se graficaron las formas del segmento
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recuperadas con AFTER. Este fenémeno se observa constantemente en células vivas,
tanto en la periferia como en regiones centrales o perinucleares y sera estudiado

experimentalmente en el capitulo 7.

Figura 6.1: Buckling de un microtibulo in vivo:. Serie temporal de iméagenes con-
focales de una regién celular con los microtibulos marcados con EGFP-XTP, donde se
presenta un evento de buckling. En verde se superponen las posiciones recuperadas con
AFTER. Se puede observar como el filamento comienza con una leve curvatura, luego esta
aumenta para después relajar una vez mas. Se muestran cuadros a t = 0, 15, 25 y 40 s.

Barra de escala: 1 ym

Los fenémenos como el representado en las figura 6.1 son causados por el accionar
de fuerzas sobre el microtibulo [34, 95]. Estas fuerzas tienen su origen en procesos
activos dentro de las células, es decir procesos fuera del equilibrio que requieren
energia. Por lo tanto, el estudio de estos eventos podria ayudar a comprender cémo
estas fuerzas regulan la organizacién del citoesqueleto y contribuyen a sus funciones.

Mas alla de la evidencia de que los eventos de buckling son generados por pro-
cesos activos, muchos aspectos relevantes de los mecanismos involucrados en estos
fenémenos permanecen desconocidos, como por ejemplo la intensidad, direccion y
sentido de las fuerzas involucradas. En este punto, las simulaciones numéricas son
una buena herramienta para comprender el efecto de fuerzas locales aplicadas a
microtubulos [23, 59, 143].

6.2. Modelado del movimiento de un microtubulo

mediante simulaciones numéricas

Comenzamos el estudio de los eventos de buckling planteando un modelo sim-

plificado de filamento, el citoplasma y las energias involucradas. Para un filamento
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semiflexible inmerso en un medio puramente viscoso, la energia potencial (V') esta

compuesta por un término eldstico (Vg) y un término de flexién, o bending (Vg):

V=V + Vs (6.1)
Vi = %EA/ ()] — 12! (6.2)
Va=5EI [ CCO O (6.3

con

_ P x " ()]
N

donde C' es la curvatura, [ es la coordenada longitudinal a lo largo del filamento y

(6.4)

r(l) es la posicién en el espacio de la linea neutra, que separa la zona traccionada
de la zona comprimida del filamento [144].

Utilizamos estas formulas para definir la energia del filamento en un modelo
discreto conocido como worm-like chain model o modelo de cadena semi-flexible
[145]. Este modelo considera al filamento como un conjunto de cuentas unidas por

resortes (figura 6.2).

Figura 6.2: Esquema de la cadena semi-flexible: Se ilustran las posiciones de las
cuentas (circulos grises) y los vectores tangentes a la cadena entre dos cuentas (t;). Figura
adaptada de [144]. En el panel interno se esquematiza la determinacién del dngulo 6;, que
determina también un versor perpendicular local en la cuenta i. Entre las cuentas, a lo
largo del vector tangente, actiian fuerzas eldsticas y en cada cuenta actia una fuerza de

A~

bending en la direccién —6;.

Si la longitud natural es L, una discretizacién en N segmentos resulta en una
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longitud de equilibrio de cada segmento Al = L/N y N+1 cuentas. La energia

potencial del sistema depende de N+1 coordenadas independientes r,,:

N—
1FA
= 5 AT 2 |rn+1 —r,| — Al (6.5)
N-1
EI (rpg1 — 1) (ry —Tpq)
= — 1— 6.6
Al ; [ ‘rn—i-l - rnHrn - rn—l‘ ( )

Derivando estas energias potenciales con respecto a r, obtenemos las fuerzas
elastica (Fg,) y de bending (Fp, ) en cada cuenta, respectivamente [144]. Finalmente,

se considera una fuerza viscosa dada por:

Fvis = —cAlr, (6.7)

donde c es el coeficiente de arrastre por unidad de longitud (v/Al). Para un cilindro,
el coeficiente de arrastre en las direcciones perpendicular y longitudinal son del

mismo orden de magnitud. Para las simulaciones tomamos [2]:

B dmn
~ log(L/©) +0,84)

donde 7 y © representan la viscosidad del medio y el diametro del filamento, res-

(6.8)

pectivamente. Utilizamos la fuerza de arrastre de un cilindro y no el de cada cuenta
esférica por separado para simular mas precisamente un microtibulo en un medio
ViScoso.

En la escala de los micrémetros y para los tiempos estudiados, podemos despre-
ciar el término inercial en las ecuaciones de movimiento y definir las velocidades 7,
de las cuentas a partir de la fuerza total actuando sobre ellas. Por lo tanto resolvemos

la siguiente ecuacién de movimiento para cada cuenta:

. Fg(n—1,nn+1)+Fg (n—2,n—1,nn+1n+2)+ Fext,(n)
Iy, = A (6.9)
c

donde Fext,, es una fuerza externa aplicada en la cuenta n.

Los parametros utilizados en las simulaciones se encuentran en la Tabla 6.1:

Parametro Valor

Didmetro externo de los microtiibulos (©) 25 nm [2]

Rigidez flexural de los microtubulos (E1T) 2.107 pN [70]
Constante eldstica de los microtibulos (EA) | 10° pN [2]
Viscosidad del citoplasma (n) 5.107% pN.s/nm? [52]

Tabla 6.1: Parametros de las simulaciones
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Simulamos filamentos de longitud total en reposo L = 5000 y 7000 nm divididos
en 50 y 70 segmentos de 100nm, respectivamente. La longitud de los segmentos
elegida permite obtener formas suaves, con un bajo costo computacional.

Por otra parte, consideramos cuatro escenarios distintos; tres incluyen fuerzas
que deforman al filamento y uno modela su relajacion tras la liberacién total o
parcial de la fuerza. Utilizamos condiciones de borde empotradas en todas los casos,

salvo que se aclare lo contrario.

6.3. Deformacion de un filamento en distintos es-

cenarios

6.3.1. Fuerzas de compresion
6.3.1.1. Fuerza constante

En primer lugar, consideramos el caso de aplicar en algin punto del filamento
una fuerza de compresién de magnitud constante en la direccién z (figura 6.3A).

Este escenario representaria una organela u otro tipo de carga unida al mi-
crottiibulo empujada mediante fuerzas activas (por ejemplo, por motores molecula-
res) en la direccién paralela al filamento. Si el filamento se encuentra anclado en
algin punto, situacién altamente frecuente dentro de las células debido a interaccio-
nes con otros filamentos, la membrana, el centrosoma u otro tipo de barreras, esta
accion genera una fuerza de compresién sobre el filamento en cuestién (figura 6.3B).

En las simulaciones analizamos esta situacion utilizando las siguientes condicio-

nes de borde:

(

F =Kz i1=0
yy =0, 1=0,1,N-1,N

9 =0; i=0,1,N—1,N

Recordemos que la fuerza critica (F,) a partir de la cual un filamento completa-
mente relajado puede flexionarse depende de su longitud, L, FI y de las condiciones
de borde (ec. 1.7). En particular, para un microtibulo de longitud 5 pum con ambos
extremos empotrados F. = 32 pN y con ambos extremos articulados F. = 8 pN.
Consideramos estos valores como limites inferiores a las fuerzas simuladas en cada

condicién, para poder observar la evolucion en la forma del filamento.
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Figura 6.3: Esquemas de las simulaciones de fuerza de compresién constante:
Filamentos de longitud L = 5um; F. =32 pN con condiciones de borde empotrada en
la direccién y para el extremo mévil y el extremo fijo. (A) Esquema de la disposicién de
fuerzas y las cuentas sobre el filamento. (B) Fendmeno biolégico representado: El filamento
unido a un sustrato y a una organela (circulos), la cual es transportada activamente por un
motor molecular. Los colores més claros representan la condicién inicial y los més oscuros

un tiempo posterior.

La condicién inicial es y = Ay f(x). A tiempo t = 0 se aplica una fuerza hori-
zontal constante Iy > F, (figura 6.3). En consecuencia, la amplitud del filamento

crece exponencialmente como:

At) = Agell” (6.10)

con un tiempo caracteristico dado por [2]

F,
_ 11
T 70 F—F, (6 )
donde
T = (vL)* (6.12)
O BI ‘

es el tiempo caracteristico de relajacion para un microtibulo libre, ¢ es el coeficiente
de arrastre por unidad de longitud y 7 depende de las condiciones de borde (figura
6.4).

No obstante, luego de un periodo de evolucion rapida, el crecimiento de la am-
plitud se enlentece hasta alcanzar finalmente, un plateau de equilibrio. El filamento
adquiere una forma estacionaria curvada que depende de la fuerza aplicada, mien-
tras que la fuerza en el extremo movil es equivalente a Fj (figuras 6.4 y 6.5). La
velocidad del extremo mévil también disminuye consecuentemente.

Realizamos las simulaciones con distintas amplitudes iniciales puesto que en célu-
las vivas observamos que los filamentos pueden tener amplitudes basales de incluso
algunos micréometros en el momento inicial del buckling. La figura 6.4 muestra la

evolucién de filamentos simulados con una misma Fjy, donde se modifica la amplitud
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Figura 6.4: Simulaciones de fuerza de compresién constante: efecto de la con-

dicién inicial. Resultados obtenidos de las simulaciones para Fy = 40 pN y distintas
amplitudes iniciales. L. = 5um Arriba: Evolucién temporal de la amplitud y de la fuerza
en la direccién horizontal en el extremo mévil para filamentos con distintas amplitudes
iniciales Ag. Abajo: Formas de los filamentos recuperadas de la simulacién obtenidas a dos

tiempos representativos. Barras de escala = 1 um.

inicial (Ag). En esta figura y en las que seguiran en este capitulo, la evolucion de la
amplitud de la deformacién se muestra en negro mientras que la fuerza en el extremo
mévil del filamento en rojo. En el caso Ay = 0.1 nm, el filamento inicialmente man-
tiene una amplitud constante, practicamente sin deformarse, debido a la compresién
elastica de las cuentas. Luego la amplitud crece en forma exponencial hasta alcanzar
un valor estacionario. Por otra parte, cuando la amplitud inicial es apreciable (A,
= 500 nm) no existe este periodo de latencia y se alcanza el equilibrio en forma més
rapida. Las amplitudes de equilibrio y las formas finales son las mismas en ambos
Casos.

Las formas de equilibrio y el tiempo transcurrido hasta alcanzarlas dependen
de la magnitud de la fuerza de compresién aplicada (figura 6.5). Observamos una

disminucién notable en la velocidad de crecimiento de la amplitud al aplicar fuerzas
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cercanas a la critica. Si quisiéramos continuar flexionando el filamento deberiamos
aplicar una fuerza mayor. En este caso, la amplitud evoluciona hacia un nuevo valor
estacionario sin pasar por el crecimiento exponencial inicial. Sin embargo, si la carga
adicional supera cierto umbral el filamento no alcanza una forma estacionaria, sino
que se pliega (linea punteada gris en la figura 6.5). Esto indica que existe un limite
superior para la fuerza aplicada (Fy = F,), a partir del cual se dejan de recuperar

formas y amplitudes de equilibrio.

Ao =0.1 nm
24 ~50
i
-gl.s— F45 _ — Fy=48pN
= Z —Fo=48pN
— & —F,=40pN
3 11 4§ ~—Fo=40pN
%_ ‘d')' Fo =36 pN
= LE Fo =36 pN
< 5 35
0 T T T T T T T T T 30
0 20 40 60 80 100
Tiempo [s]
— Fo =48 pN
_F0=40 pN
— Fo=36pN
—— Fo =120 pN

—— —
— -
—

Figura 6.5: Simulaciones de fuerza de compresién constante: efecto de la mag-
nitud de la fuerza. Resultados obtenidos de las simulaciones con amplitud inicial Ay
= 0.1 nm y distintas magnitudes de las fuerzas de compresion. L = 5 um; F. = 32 pN.
Arriba: Evolucién temporal de la amplitud y de la fuerza en la direccién horizontal en el
extremo mévil para filamentos con distintas fuerzas aplicadas Fy. Abajo: Formas finales

de los filamentos recuperadas de la simulacién. Barras de escala = 1 pm.

6.3.1.2. Velocidad constante

En la figura 6.6 se considera una configuracién similar a la recién descripta,
pero en este caso el microtibulo es comprimido hacia su extremo fijo a velocidad

constante. Esta condicion se puede asociar a la accién de un motor molecular unido
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al microtibulo e intentando avanzar contra una barrera que le impide trasladarse,
generando pasos en falso. Esto generaria una inyecciéon de material en el sentido

opuesto a los pasos del motor con, en el caso ideal, una velocidad constante [23, 70].

A B

y

VO =,
i=0 i=N X

Figura 6.6: Esquemas de las simulaciones de compresion a velocidad constante:
Filamento de longitud L =5 pum; F. =32pN con condiciones de borde empotrada en la
direccién y para el extremo mévil y en el extremo fijo. (A) Esquema de la disposicién
de fuerzas y numeracién de las cuentas sobre el filamento. (B) Fenémeno biolégico re-
presentado: el filamento unido a un sustrato y un motor molecular intenta avanzar sobre
el filamento con su movimiento limitado por una barrera externa. Los colores més claros

representan la condicion inicial y los més oscuros, un tiempo posterior.

Las condiciones de borde en este caso estan dadas por:

.
.jfiz’l)o; 1=0

y; =0, i=0,1,N—1N
i, =0, i=N

(9 =0; i=0,1,N-1,N

La figura 6.7 ilustra la evolucién del filamento para casos con igual velocidad de
compresion (vy = 100 nm/s) y distintas amplitudes iniciales y la figura 6.8 muestra
las evoluciones para filamentos con Ay = 0.1 nm y distintas vy.

Este protocolo de simulacion introduce un escenario interesante: si el microtibu-
lo se encuentra inicialmente relajado (Ay = 0.1 nm), el filamento explora formas
ondulatorias transientes a medida que la compresiéon procede (figura 6.7). Esto no
se observa en los casos de amplitud inicial mayor. En todos los casos la flexion del
filamento progresa hasta que, eventualmente, el extremo mévil traspasa la posicion
del extremo fijo, enreddndolo. No existe una forma estacionaria para ningin valor
de vg > 0

Volviendo a la analogia biolégica, la fuerza en el extremo mévil, que correspon-
deria a la posicion del motor molecular, presenta un crecimiento agudo para tiempos

cortos asociados a bajos valores de la amplitud (figuras 6.7 y 6.8). El origen de esta
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Figura 6.7: Simulaciones de compresion a velocidad constante: efecto de la con-
dicién inicial. Resultados obtenidos de las simulaciones para vy = 100 nm/s y distintas
amplitudes iniciales. L =5um; F. =32pN. Arriba: Evolucién temporal de la amplitud y
de la fuerza para filamentos con distintas amplitudes iniciales Ag. Abajo: Formas de los
filamentos recuperadas de la simulacién obtenidas a dos tiempos representativos. En verde

claro se muestra una forma ondulatoria transiente. Barras de escala = 1 pm.

resistencia a la deformacién puede ser atribuida a una compresion inicial cuasi-
isoforme que almacena energia elastica. En la misma direccién y si el microtibulo
presenta una forma inicial flexionada, la fuerza de resistencia se reduce significati-
vamente (figura 6.7). Cuando el filamento comienza a flexionarse la amplitud crece
mondtonamente y la fuerza relaja a valores menores, pero distintos de cero. Halla-
mos que para filamentos muy largos y/o velocidad bajas la amplitud presenta la

siguiente dependencia funcional con el tiempo:

A(t) = Agt'/? (6.13)

El origen de esta dependencia estd dada por una restriccién geométrica ya que
se puede probar que A oc A2 donde A =L — L,.
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Figura 6.8: Simulaciones de compresién a velocidad constante: efecto de la
velocidad. Resultados obtenidos de las simulaciones con para Ap = 0.1 nm distintas ve-
locidades de compresion. L =5um; F. =32pN. Arriba: Evolucién temporal de la amplitud
y de la fuerza para filamentos con distintas velocidades de compresién. Abajo: Formas
finales de los filamentos recuperadas de la simulacién; se incluye una forma obtenida a
tiempos largos de simulacién para ilustrar la deformacién del filamento. Barras de escala

=1 pm.

6.3.2. Fuerzas Transversales

No s6lo las fuerzas de compresion son responsables de curvar un filamento dentro
de la célula. Cuando una fuerza lateral F; es aplicada sobre un filamento, éste es
arrastrado y deformado en consecuencia. Para explorar este escenario, simulamos un
filamento sometido a una fuerza perpendicular central, y cuyos extremos son libres
de desplazarse en la direccién x (figura 6.9A). Para implementar estas simulaciones

impusimos las siguientes condiciones:

F = Fy, i=N/2
yi =0, i=0,1,N—1,N
i =0, i=0,1,N—1,N
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La figura 6.9B esquematiza una situacién tipicamente observada en células vi-
vas: cuando una carga transportada mediante motores moleculares a lo largo de un

microtubulo intercepta otro filamento, este ultimo es empujado lateralmente.

D
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Figura 6.9: Simulaciones de fuerza lateral: Filamentos de longitud L = 5 pum con
condiciones de borde empotradas en la direccién g en ambos extremos, sometidos a fuerzas
laterales (F;) de distinta magnitud con Ay = 0. (A) Esquema de la disposicién de fuerzas
y cuentas sobre el filamento. (B) Fenémeno biolégico representado: una organela siendo
transportada activamente a lo largo de un filamento se encuentra con un microtibulo
perpendicular a su movimiento, que actia de barrera. Los colores mas claros representan
la condicién inicial y los mds oscuros un tiempo posterior. (C) Formas finales de los
filamentos recuperadas de la simulacién para distintas Fj. Barras de escala = 1 um (D)
Evolucion temporal de la amplitud y de la fuerza en la direccion vertical en los extremos

para las distintas fuerzas.

La figura 6.9C presenta las formas finales recuperadas de las simulaciones para
distintas magnitudes de fuerzas aplicadas. Es importante destacar que en este caso
no existe una cota inferior para la magnitud de fuerza aplicada para lograr la defor-
macion del filamento. Tampoco se observa tiempo de latencia en la evolucién inicial
de la amplitud (figura 6.9D). Sin embargo, las amplitudes méximas de la deforma-
cion dependen del valor de la fuerza aplicada. Estudiamos la fuerza lateral en los
extremos (figura 6.9D) puesto que ésta es la fuerza que se opone al desplazamiento
del filamento y da una medida de la reaccion a la fuerza aplicada. La figura muestra
que la amplitud de la deformacién final alcanzada y la fuerza en los extremos depen-

den de la fuerza aplicada. Los tiempos a los cuales se alcanza la forma de equilibrio
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son similares en todos los casos presentados, a diferencia de lo observado en la figura
6.5.

En este caso, la amplitud crece como:

A(t) = Apaz (1 —e7™) (6.14)

con 79 dado por la ec. 6.12. Debido a la ausencia de una fuerza critica, la escala tem-
poral del proceso no depende de la magnitud de la fuerza aplicada. Por el contrario,

A,ae varia linealmente con Fj:

L
EI

donde (5 depende de las condiciones de borde. Cuando la fuerza F; es aplicada en

Az = B (6.15)

el centro del filamento y ambos extremos estéan libres § = 1/128 y para ambos
extremos empotrados f = 1/192 (Dr. A. Monastra, comunicacién personal). Para
un microtubulo empotrado de L = 5um y F; = 16 pN la amplitud de buckling es
aproximadamente 0.4um (figura 6.9D). En el caso de un filamento con extremos
libres, la fuerza impone una traslacion efectiva del filamento con una velocidad dada
por [2]:

F

que es del orden de unos pocos nm/s para fuerzas en el rango 1-10 pN y filamentos
de longitud 5-10 pm inmersos en un medio de viscosidad alta (103 — 10* veces la
viscosidad del agua).

Por otra parte, si los extremos son incapaces de moverse en la direccion transver-
sal, la amplitud de la deformacién crece rapidamente en etapas tempranas y luego
alcanza una meseta. Trazando una analogia bioldgica, podriamos decir que la fuerza
del motor moviendo la carga que empuja al filamento se equilibra con la resistencia

del microtibulo a doblarse y a ser arrastrado.

6.3.3. Relajacion del filamento

En cualquiera de los 3 casos considerados, si en algiin momento la fuerza aplicada
disminuye o desaparece, el filamento comenzara un proceso de relajacion. En esta
seccién, estudiamos la dindmica de la relajacién.

En la figura 6.10A mostramos las condiciones iniciales de las simulaciones. Par-
timos de un filamento ya deformado y en equilibrio con una fuerza Fj. En t = 0,
la fuerza toma un nuevo valor Fy € [0, Fp), donde Fj es la fuerza que lo deformo.

Formalmente, estas condiciones de borde se pueden escribir del siguiente modo:
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4

F=Frz; 1=0
vy =0, 1=0,1,N—-1,N
z; =0, 1=N

(i =0; i=0,1,N-1,N

La figura 6.10C muestra las evoluciones temporales de la amplitud y de la fuerza
en el extremo movil para distintos valores de Fy. Observamos que que si Fy < Fr, el
filamento relajara siempre a una forma de equilibrio de curvatura nula, mientras que
si Fy > F; la amplitud final no es nula y depende de la magnitud de Fy. A partir
de estos resultados, inferimos que cuando se libera la carga sobre un microtibulo
la forma relaja, alcanzando una nueva configuracién de equilibrio dada por FY, la

carga residual.
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Figura 6.10: Simulaciones de relajacién de la forma: Filamentos de longitud L =5
pm con condiciones de borde empotrada en la direccién y para el extremo movil y el fijo
(F. = 32 pN). (A) Esquemas de la disposicién de fuerzas y cuentas sobre el filamento
inmediatamente después de la liberacién de la fuerza. (B) Fenémeno biolégico represen-
tado: luego de verse sometido a la fuerza ejercida por un motor, el mismo se separa del
filamento o sustrato y deja de ejercer fuerza. (C) Evolucién temporal de la amplitud y la

fuerza en el extremo mdévil para un filamento con amplitud inicial Ag = 2um y fuerzas

finales distintas.

Ademas, la amplitud decae exponencialmente con un tiempo caracteristico dado

por la ec. 6.11 con ' = Fy. Si Fy = I, el tiempo de decaimiento diverge y el
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filamento relajard su forma muy lentamente. Para longitudes en el rango 5-10pm
y viscosidades tipicas del entorno celular, los tiempos de relajacién se encuentran
entre 0.1-20 s [2].

6.3.4. Influencia de la longitud del filamento

No sélo las magnitudes y direcciones de las fuerzas externas aplicadas sobre un
filamento definen las escalas temporales de los eventos de buckling y las deforma-
ciones de los filamentos. La longitud del filamento tiene un efecto sobre F,. y 79; en
este caso, la dependencia es explicita en las ecuaciones 1.7 y 6.12, respectivamente.

Decidimos estudiar la dependencia de la tasa de relajacién, 1/7, con la longitud
del filamento. Comparamos simulaciones de filamentos de L = 5y 7 pm, de acuerdo
con longitudes tipicas de segmentos de microtibulos que experimentan eventos de
buckling dentro de las células. En la figura 6.11 la fuerza critica estd dada por la
interseccién con 1/7 = 0. Tal como esperdbamos, los valores de 1/7 recuperados
de las simulaciones, estan de acuerdo con las dependencias presentadas por las ecs.
1.7 y 6.12: aumentar la longitud en un 40 % reduce la fuerza critica a la mitad,
aproximadamente. Los valores negativos indican la relajacion de la forma, mientras

que los valores positivos estan asociados a aumentos exponenciales de la amplitud.

0 10 20 30 40 50
Fuerza [pN]

Figura 6.11: Influencia de la longitud del filamento: Grifico de 1/7 en funcién de la
fuerza aplicada (F') para simulaciones de filamentos con condiciones de borde empotrada-
empotrada variando su longitud y punto de aplicacién de la fuerza. Los esquemas a la
derecha ilustran cada condicién. Se muestran resultados para las siguientes condiciones:
Filamento de L = 5um con la fuerza aplicada en su extremo izquierdo. — M. Filamento de
L = Tum con la fuerza aplicada en su extremo izquierdo. . Filamento de L = 5um con

la fuerza aplicada a 2 um de su extremo izquierdo.— ¢

Con el fin de explorar como el punto de aplicacion de la fuerza influye en los
resultados, realizamos una simulacién de un filamento de 7 pm de longitud total,

con una fuerza de compresion aplicada a 2 ym del extremo libre de moverse en z. Esto
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resulta en una longitud efectiva de buckling de 5 pm. En este caso, observamos que
tanto la fuerza critica como los tiempos caracteristicos son practicamente idénticos
a los de un filamento de 5 pum de longitud deformandose en toda su extensién. Esto

sugiere que la contribucién de la region libre del filamento no es significativa.

6.3.5. Influencia de las condiciones de borde

Las condiciones de contorno también pueden tener un efecto importante sobre
la dindmica y las formas de los microtibulos [146]. Esta premisa se verifica en las
ecuaciones 1.7 donde los coeficientes a y v se relacionan con las condiciones de borde.

Por este motivo, decidimos explorar como se ve afectado el tiempo caracteristico
7, dado por la ec. 6.11 por otras condiciones de borde distintas a las consideradas
en las secciones anteriores.

Simulamos filamentos con ambos extremos articulados y una fuerza de compre-
sion aplicada en un extremo o dos fuerzas iguales y opuestas en cada uno de los
extremos. En todos los casos, los extremos en donde se aplica la fuerza son libres de
moverse en la direccion horizontal.

La figura 6.12 muestra la dependencia de la tasa de relajaciéon (1/7) con la
fuerza tangencial aplicada en cada caso. Observamos que los casos que comparten
la condicion de contorno articulada tienen la misma fuerza critica F. = 8 pN, dada
por la interseccién con 1/7 = 0, pero evolucionan con distintas velocidades, siendo
el caso con las fuerzas simétricas el mas lento. Por otra parte, el caso con ambos
extremos empotrados, presenta una fuerza critica mayor: F, = 32 pN. Los valores
de fuerza critica recuperados corresponden con la ec. 1.7 con a = 72 para los casos
con extremos articulados y a = 472 para el caso con extremos empotrados.

Las simulaciones numeéricas también reproducen el comportamiento de 7 dado
por la ec. 6.11. En suma, los valores de 7y recuperados, que corresponden al caso en el
que la fuerza aplicada es nula, también estan de acuerdo con los definidos por la ec.
6.12 con v = 0,2 para el caso con ambos extremos empotrados, v = 1/7 para el caso
con extremos articulados y una fuerza aplicada en un extremo y v = 2/3w para el
caso con extremos articulados y fuerzas simétricas (Dr. A. Monastra, comunicacién
personal).

En todos los casos estudiados en esta seccién y la anterior, el tiempo carac-
teristico diverge (1/7 = 0) cuando la fuerza aplicada tiende a la fuerza critica. Esto
genera una evolucion tan lenta que, a los tiempos estudiados, el microtibulo parece
estacionario.

Las simulaciones numéricas realizadas hasta aqui proveen una mirada amplia so-
bre la evolucion de los eventos de deformacion impulsados por diversos mecanismos

de fuerza. Hallamos que filamentos semi-flexibles presentan distintos comportamien-
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tos bajo la accion de fuerzas aplicadas en diferentes configuraciones. Otra observa-
cion interesante, es que, para los casos de compresion, la condicion inicial tiene un

efecto apreciable en la evolucién de la amplitud a tiempos cortos (figuras 6.4 y 6.7).

0 10 20 30 40 50
Fuerza [pN]

Figura 6.12: Influencia de las condiciones de contorno: Gréfico de 1/7 en funcién
de la fuerza aplicada para simulaciones de filamentos de L = 5um bajo compresién con
distintas condiciones de borde. Los esquemas a la derecha ilustran cada condicién. Se
muestran resultados para las siguientes condiciones: Extremos en condiciéon pivot-pivot
con fuerzas simétricas de médulo F/2 aplicadas en ambos extremos, libres de moverse
en r — @. Extremos en condiciéon pivot-pivot con una fuerza de moédulo F' aplicada en
un extremo libres de moverse en x, mientras que el otro permanece fijo . Extremos
en condiciéon empotrada-empotrada con una fuerza de médulo F aplicada en un extremo

libres de moverse en x, mientras que el otro permanece fijo — l

El siguiente paso en este trabajo es observar y caracterizar eventos de buckling

en células vivas.

6.4. Conclusiones

Los microtubulos en células vivas presentan eventos de flexién transitorios, de
tamanos de algunos micrometros, que son conocidos como buckling. Con el fin de
comprender su formacién dentro de las células y los posibles procesos activos invo-
lucrados, estudiamos estos eventos en forma tedrica, utilizando un modelo numérico
de los filamentos, basado en un modelo de cadena discreta (worm-like chain model).

El analisis de la evolucion de la forma de los filamentos obtenida mediante las
simulaciones numéricas nos permitiéo comprender en mayor profundidad los eventos
que podrian producir el buckling de los microtibulos en las células. En primer lugar,
hallamos que la amplitud de buckling a tiempos cortos crece exponencialmente para

filamentos con deformaciones iniciales pequenas (figuras 6.4), de acuerdo con las
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teorfas de inestabilidad de buckling [2]. Por otra parte, observamos que la amplitud
crece hasta una plateau cuando se aplica una fuerza de compresion constante o una
fuerza lateral, mientras que el empuje con v = cte no alcanza nunca una forma de
equilibrio.

El modelo numérico también fue utilizado para analizar eventos de relajacion, al
eliminarse (o disminuir) la fuerza luego de una deformacién. Por dltimo, a partir del
estudio del tiempo caracteristico 7 corroboramos que tanto la evolucion temporal
de la forma como la fuerza critica dependen sensiblemente de L y de las condiciones
de borde.

El estudio presentado en este capitulo aporta una idea mas clara de las carac-
teristicas y fenomenologia de los eventos de buckling de filamentos en un medio con
una viscosidad similar a la del citoplasma. Esto nos permite embarcarnos en un

estudio experimental del buckling de microtibulos en células vivas.
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Capitulo 7

Buckling de microtibulos en

células vivas

El estudio numérico presentado en el capitulo anterior nos permitio evaluar la
respuesta tedrica de un filamento a distintas fuerzas en distintos escenarios. Para
completar el estudio de la deformacién y producciéon de fuerzas de los microtibulos
nos propusimos realizar experimentos biolégicos para contrastar con los resultados
de las simulaciones. De esta forma pretendemos enriquecer nuestra comprensién de
los mecanismos por los cuales estos filamentos del citoesqueleto sensan, transmiten
y responden a las fuerzas a las que se ven sometidos dentro de las células.

En este capitulo presentaremos resultados obtenidos a partir de experimentos
en células vivas. A partir de peliculas confocales de células melanéforas marcadas
con EGFP-XTP realizamos el tracking de microtibulos flexiondndose y pudimos
caracterizar estos eventos espacial y temporalmente.

Por tultimo, observamos simultaneamente la red de microtibulos y endosomas
fluorescentes que se encuentran transportados activamente. Esto nos permitié obser-
var la accién de fuerzas locales sobre los filamentos en simultaneo con su deformacién
de forma minimamente invasiva.

Parte de los experimentos presentados en este capitulo fueron realizados con la

colaboracion de la Dra. Diana Wetzler.

7.1. Eventos de buckling en células melanéforas

de X. laevis

Adquirimos series temporales de imdgenes confocales de células melandforas de
X. laevis expresando EGFP-XTP, con un tiempo entre cuadros de las peliculas se
mantuvo en el rango 200-900 ms.

Al observar dichas peliculas notamos frecuentes eventos espontaneos de buckling.
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Vale aclarar que no es posible predecir dénde ni cudndo ocurriran estos eventos. Sin
embargo, al tomar imagenes de una célula entera durante algunos minutos, es posible
observar entre 1 y 15 eventos.

A modo de ejemplo, la figura 7.1A muestra una imagen representativa de la red
de microtubulos, donde se indican eventos de buckling localizados. La figura 7.1B
captura 5 fotos de la serie que muestran la evolucién del evento que ocurre en la

region recuadrada.

Figura 7.1: Eventos de buckling en células melanéforas de X. laevis: Se tomé una
pelicula confocal de una célula marcada con EGFP-XTP. (A) Imagen del primer cuadro
de una pelicula. Se marcaron con puntas de flechas los filamentos que presentan eventos
de buckling localizados que pueden ser estudiados. Barra de escala = 10um. (B) Evolucién
temporal del filamento senalado en el recuadro del panel A. Se superpone a la imagen del
microtibulo las coordenadas recuperadas con AFTER. Los cuadros corresponden a t =0,

18, 53, 71 y 89 segundos, respectivamente. Barra de escala = 1 um.

Una vez recuperadas las posiciones (z,y) de los segmentos de interés se les aplica
una transformaciéon de rotacion y traslacion para que ambos extremos se encuentren

sobre el eje x, de modo que la coordenada y en cada punto represente la amplitud
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en esa posicion. Definimos la amplitud de buckling en cada cuadro como el maximo
valor de las amplitudes verticales en valor absoluto: A = max{| y |}.

La evolucién temporal de A permite definir un evento de buckling: cuando la mis-
ma crece abrupta y persistentemente el filamento se esta flexionando. Similarmente,
cuando la amplitud decrece en el tiempo definimos el periodo de relajacion. En ge-
neral, buscamos eventos completos caracterizados por la deformacion y posterior
relajacién. Sin embargo, también analizamos casos en donde sélo se pudo detectar
uno de los dos tramos de la evolucién, como veremos mas adelante.

Los filamentos suelen presentar amplitudes basales no nulas, por lo que conside-
ramos cauto solo considerar como eventos de buckling aquellos en los que la amplitud

variaba al menos 200 nm respecto de la basal.

7.2. Caracterizacion espacial de eventos de buc-
kling

Para cuantificar la escala espacial de los eventos, ajustamos la forma del filamen-
to en el cuadro de maxima deformacién (por ejemplo, el correspondiente al tercer
cuadro de la figura 7.1B) a una funcién gaussiana (figura 7.2A-B). La eleccién de
la funcion gaussiana fue arbitraria, sin embargo, se obtuvieron resultados similares
utilizando una funcién coseno (no se muestran). Asociamos la amplitud de la in-
terpolacion al tamano del buckling (Apq.) v definimos la longitud caracteristica de
buckling como L. = 20, donde o es la desviacién estandar.

Calculamos valores medios de estas propiedades para 77 eventos y obtuvimos
<L.>=3.0£03)umy < Ay >=(1.3+0.08)um (promedio + error estandar).
Las distribuciones correspondientes se muestran en la figura 7.2C-D. Tamanos si-
milares fueron reportados para microtiibulos en otros sistemas, tales como miocitos
cardfacos de rata, células Cos7 [91] y conos de crecimiento neuronales [90].

Nos preguntamos qué factores podrian estar gobernando la longitud caracteristi-
ca de estos eventos. Para un filamento libre se espera L. o L, pero esta no es la
condicién hallada dentro de las células ya que los filamentos se encuentran inmersos
en un medio viscoeldstico e interactian con otros componentes celulares, incluyendo
otros filamentos. Algunos autores sugieren que L. depende de la relacion entre la ri-
gidez flexural de los filamentos y la constante eldstica del medio [91]. Otros trabajos
relacionan estas escalas espaciales con componentes del citoesqueleto actuando como
puntos de estacamiento [23]. Tampoco se pueden descartar otro tipo de obstéculos

fisicos, tales como organelas limitando el movimiento de los microtibulos.

121



iy & g

0 r——rTr——T T 7T T "T 0 IZJ/‘KV/]

f
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 ) 3 4

Longitud de buckling, L_[um] Amplitud maxima, A__ [um]

Figura 7.2: Caracterizacion espacial de los eventos de buckling en células vivas:
(A) Imagen de un segmento de microtibulo durante un evento de buckling, se muestra el
cuadro de su maxima deformacién. (B) Coordenadas recuperadas de la imagen mostrada
en (A) (-) y el ajuste gaussiano realizado a esas coordenadas (+). (C-D) Histogramas de
longitudes caracteristicas (C) y amplitudes méximas (D) recuperadas a partir de ajustes

como el ilustrado en (B), para N = 77 eventos. Barras de escala: 1 pm

7.3. Fuerzas activas dentro de la célula

Con el fin de estudiar la naturaleza de las fuerzas subyacentes a estos eventos,
tratamos las células con azida sodica (NaN3), una droga que afecta los mecanismos de
produccion de ATP de la célula y, por ende, elimina la fuente de energia. Registramos
el comportamiento de la red de microtibulos tanto en células tratadas como en
células control. Las células desprovistas de ATP no registraron eventos de buckling, lo
cual refuerza resultados anteriores [34, 35] que reportan que las fuerzas que originan
estos eventos rapidos de deformacion son no-térmicas.

Para estudiar si las fuerzas de polimerizacion son responsables de los eventos
de buckling, realizamos experimentos en los cuales inhibimos este proceso. Para
esto, estudiamos la red de microtibulos en células tratadas con vinblastina que,
como mencionamos en el Capitulo 4, inhibe la polimerizacién y depolimerizacion de
microtibulos [103].

La figura 7.3 muestra la frecuencia de eventos de buckling en células control
y tratadas con vinblastina. En estas tltimas, los eventos de buckling tienen una

frecuencia de 3.1 + 1 eventos/min, que es indistinguible de la frecuencia observada
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en células control: 3.4 + 0.7 eventos/min. Este resultado sugiere que las fuerzas de
polimerizacién de microtibulos no contribuyen significativamente al buckling de los
filamentos, en la misma direccién que lo reportado en estudios previos [34]. Este
resultado nos lleva a postular que estos eventos son producidos, en su mayoria, por

fuerzas generadas por motores moleculares.
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Figura 7.3: Efecto de las fuerzas de polimerizacién en la incidencia de eventos
de buckling: Nimero de eventos registrados en (A) células control (N = 15 células) y
(B) células tratadas con vinblastina 10 nM (N = 12 células). Las lineas punteadas indican

el promedio en cada caso.

7.3.1. Influencia de las fuerzas de polimerizacion y depo-
limerizacién en las caracteristicas espaciales de los

eventos de buckling

En la seccion anterior describimos que la frecuencia de eventos de buckling no
varia al inhibir la polimerizacién/depolimerizacién de microttibulos. Sin embargo,
nos preguntamos si sus propiedades (i.e. L. y Apqz) dependen de dichos procesos.

En particular, en el capitulo 4 reportamos una disminucién de la Ip* de los
microtibulos al tratar las células con vinblastina. Esto implica un cambio en la
rigidez flexural aparente de los filamentos, lo cual podria resultar en una modificacion
en las caracteristicas de su deformacién.

Con el fin de explorar esta posibilidad, estudiamos eventos de buckling en células
en las que estos procesos se encuentran inhibidos y realizamos una caracterizacion
espacial de los mismos.

La figura 7.4 muestra que la longitud caracteristica promedio obtenida en células

tratadas con vinblastina (< L. >= (4,4 & 0,1)um) fue significativamente mayor
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Figura 7.4: Efecto de las fuerzas de polimerizacién en las caracteristicas espa-
ciales de los eventos de buckling: Comparacion entre células control y tratadas con
vinblastina. Las muestras fueron comparadas con un test de est de kolmogorov smirnov

dos muestras [147], diferencia significativa (P<0.05) ().

que la obtenida para células control. La amplitud maxima de buckling también
resultd significativamente mayor luego de inhibir la plolimerizacién/depolimerizacién
(< Apmae >= (3,4 £0,4)um). Por otro lado, en el capitulo anterior mostramos que
la amplitud de buckling aumenta con la magnitud de la fuerza aplicada (figura 6.5).
Estos resultados estan de acuerdo con la hipdtesis planteada en el capitulo 4 que
plantea que la depolimerizacién seria un mecanismo liberador de la compresién de un
microtibulo; al inhibir este proceso, los filamentos estarian sometidos a compresiones

mayores.

7.4. Evolucion temporal de los eventos de buc-
kling

Para analizar la evolucién temporal de estos eventos, recuperamos las coorde-
nadas de los segmentos de microtubulos involucrados en cada cuadro de pelicula,
tales como la ilustrada en la figura 7.1, y determinamos la amplitud en funcién del
tiempo.

A partir de estos graficos identificamos tres etapas, esquematizadas en la figura
7.5: crecimiento, equilibrio y relajacion. Las mismas se encuentran delimitadas por
los instantes que definimos como tiempo inicial (¢;), tiempo de equilibrio (t.,) y

tiempo final (¢7). Definimos el tiempo inicial de buckling como el correspondiente
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al primer dato a partir del cual la amplitud presentaba un crecimiento sostenido.
Llamamos tiempo de equilibrio al instante en el cual la amplitud deja de aumentar, o
bien para comenzar el proceso de relajacion o para estabilizarse en una forma curvada
durante un tiempo. Por tltimo, el tiempo final corresponde al fin de la relajacion,
luego de decrecer la amplitud hasta estabilizarse en una forma de curvatura menor
que puede o no corresponderse con la que tenia el filamento antes de comenzar todo
el proceso.

Una vez definidos estos tiempos caracteristicos, definimos los periodos de tiempo
de crecimiento (Atirecimiento) ¥ tiempo de relajacion (At,cigjacion) como los lapsos

entre el tiempo inicial y de equilibrio y entre el tiempo de equilibrio y final, respec-

tivamente.
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Figura 7.5: Identificacién de un evento de buckling: Esquema representativo de la
evolucién de la amplitud de un evento de buckling donde se han marcado los tiempos
inicial (t;), de equilibrio (teq) y final (¢5); la duracién de la deformacion (Aterecimiento) ¥

de la relajacion (Atreqjacion)- La linea magenta muestra la amplitud basal promedio ()

La figura 7.6A muestra la evolucién temporal de la amplitud para un evento
representativo, donde pueden distinguirse las etapas descriptas. Podemos distinguir
un tiempo anterior al evento durante el cual la amplitud fluctia alrededor de un
valor al que llamamos amplitud basal (Ag) y se relaciona con la curvatura previa o
intrinseca del segmento analizado.

El andlisis de N = 72 eventos mostré que la amplitud basal (Ay) era signifi-
cativa en muchos de los casos (figura 7.6B) y abarcaba valores entre 1-80 % de la
maxima amplitud del correspondiente evento. Como mencionamos anteriormente,
los microtibulos raramente se encuentran totalmente rectos dentro de las células y
presentan, en general, curvaturas inferiores a 2um~"! (figura 4.8). Estas curvaturas
corresponden a deformaciones cuyas amplitudes presentan un valor medio de < Ay >
= (0.45 £ 0.07)um, para segmentos de longitud 8 pum, similares a los presentados en

la figura 7.6B. La curvatura previa facilita la flexién del filamento ya que se requiere
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Figura 7.6: Andlisis de la evolucién de los eventos de buckling: (A) Evolucién
temporal de la amplitud para un evento completo de buckling medido. Se superponen a
los datos experimentales los ajustes a la ec. 7.1 realizados en la etapa de crecimiento (—)
y de la ec. 7.2 para la relajacién (- -). La flecha indica el tiempo de crecimiento y la (—
. ) la Ap. (B) Histograma de la amplitud basal de los filamentos antes de comenzar a
deformarse. (C) Ajuste a una ley de potencias (—) del histograma (®) de los tiempos de

crecimiento. Exponente obtenido o = (—1,01 £ 0,05).

poca fuerza extra para continuar la deformacién [2, 90|, como vimos también en las
simulaciones (figuras 6.4 y 6.7).

Por otra parte, a diferencia de lo observado respecto a la localizacién espacial
de los eventos de buckling, hallamos que la duracion de estos eventos, At ecimiento,
se extiende dos 6rdenes de magnitud: entre 1-200 segundos (figura 7.6C). Pudimos
ajustar su distribuciéon a una ley de potencias, con exponente @ = —1, indicando que

no es posible definir un factor de escala para determinar una duracién caracteristica

[148).

A continuacién, estudiaremos en detalle las etapas de crecimiento y relajacion.
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7.4.1. Crecimiento

Teniendo en cuenta la forma de A(t) consideramos el siguiente ansatz para ajus-

tar las etapas de crecimiento [2]:

Alt) = Agy + [Ag — Ayl e /7 (7.1)

donde Aj y A, son las amplitudes basal y maxima, respectivamente, ¢; es el tiempo
inicial del buckling y 7 es el tiempo caracteristico dado por la ec. 6.11.

Analizamos un total de 72 eventos de crecimiento y encontramos que el 55,6 %
(40/72) de los datos ajustaron correctamente a la expresion dada por la ec. 7.1. Sin
embargo, el 12.5% (9/72) de los datos ajusta mejor a un crecimiento con exponente
positivo dado por la ec. 6.10. El restante 32 % (23/72) de los datos no ajustaron
correctamente a ninguno de los modelos propuestos, pese a que presentaban un
crecimiento de la amplitud.

La figura 7.7 muestra un ejemplo experimental de cada caso con su ajuste res-
pectivo, mostrando también el tracking del microtibulo a distintos tiempos donde

se ve el cambio de la forma completa del filamento en el tiempo de crecimiento.
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Figura 7.7: Ajustes de la evoluciéon de la amplitud de buckling: Ejemplos repre-
sentativos de eventos de crecimiento ajustados con la ec. 7.1 (A) o con la ec. 6.10 (B).
En ambos casos los circulos representan los datos experimentales y las lineas sélidas los
ajustes. Los paneles internos muestran la evolucién temporal de la forma, presentando las

posiciones recuperadas de los filamentos partiendo de ¢; con dt = 1.8 s (A) y 2.1 s (B).

En las simulaciones numéricas realizadas en el capitulo anterior observamos que
la evolucién de la amplitud al iniciar el buckling depende Aq (figuras 6.4 y 6.7). En
particular, mostramos que si Ag es chica, la amplitud presenta un periodo de latencia
y luego se dispara exponencialmente. Estos resultados sugieren que las diferencias

mostradas en la figura 7.7 podrian estar relacionadas con la amplitud basal de los
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filamentos. Para evaluar esta hipotesis, analizamos las amplitudes basales obteni-
das para los 9 filamentos que ajustaron a un crecimiento exponencial (ec. 6.10) y
hallamos que se encuentran en el rango 60-360nm, menor a < Ay >. Con el fin de
determinar si estas pequenas amplitudes iniciales podrian haber sido casuales, utili-
zamos un procedimiento de bootstrapping (descripto en el capitulo 2) para computar
la probabilidad de obtener valores de A; < 360nm al elegir 9 eventos al azar de la
distribucién dada en la figura 7.6C. La probabilidad hallada a partir de esta prueba
fue pequena, < 3%, lo cual sugiere que hay una relacién entre el comportamiento

exponencial de estos eventos y sus amplitudes iniciales pequenas.

7.4.2. Relajacién

Después de alcanzar la maxima amplitud, los microtibulos suelen relajase hasta
presentar una forma cuasi-estacionaria. Podemos interpretar esta relajaciéon como
una liberacién de la carga. Ajustamos la dependencia temporal de la amplitud du-
rante el perfodo de relajacion (At,eiqjacion) & un decaimiento exponencial dado por

la siguiente expresion:

Alt) = Af + [Agy — Af] e Uted)/7 (7.2)

donde A., y Ay son las amplitudes méxima y luego de relajar, respectivamente y %,

es el momento de maxima amplitud (figura 7.8).
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Figura 7.8: Relajacién de los eventos de buckling: (A) Ejemplo representativo de un
evento de relajacién (circulos) con su ajuste de la ec. 7.2 (linea continua) (B) Histograma
de los tiempos caracteristicos de decaimiento obtenidos. La linea continua representa el

ajuste de una funcién de decaimiento exponencial.

Obtuvimos una distribucién exponencial de 7, con tiempos caracteristicos de

decaimiento medios de (18 £ 3) s. Estos valores son consistentes con los obtenidos
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para la relajacion libre de microtibulos de longitudes entre 5-15 pum, en un medio
con una viscosidad 5000 veces la del agua (0.64-44 s) [2].

Por otra parte, la distribucion de amplitudes estacionarias de los filamentos al fi-
nalizar el buckling no fue significativamente diferente a la distribucién de amplitudes
basales, segin se desprende del test de Kolmogorov-Smirnov. Este resultado sugiere

que los microtibulos dentro de las células se encuentran intrinsecamente curvados.

7.5. Tracking simultaneo de endosomas transpor-

tados activamente y microtibulos

En los experimentos en células vivas presentados hasta aqui es dificil, sino impo-
sible, determinar qué fuerzas estan actuando sobre los microtiibulos. Por lo tanto,
escogimos un diseno experimental que nos permita observar la respuesta del mi-
crotubulo a la accién de fuerzas locales en su entorno fisioldgico.

Para esto, utilizamos FM4-64, una sonda fluorescente que se intercala en la mem-
brana y genera endosomas fluorescentes rojos (ver capitulo 2). Los endosomas son
transportados mediante mecanismos activos dentro de la célula y en su recorrido
pueden encontrarse con filamentos del citoesqueleto. Registramos en simultaneo el
transporte de los endosomas marcados con FM4-64 y eventos de deformacion de los
microtubulos, en células expresando EFGP-XTP.

Este método experimental permite distinguir el punto de accion, la direcciéon y
sentido de la fuerza que deforma un microtibulo, pero no permite cuantificar su
magnitud. La figura 7.9 muestra una imagen en dos colores de una célula entera con
la red de microtibulos marcada en verde y los endosomas en rojo.

Nuevamente, como mencionamos en la seccién 7.1, no es posible predecir cuando
o dénde podremos observar un evento de buckling asociado a uno de transporte.
Debido a la resolucion espacio-temporal necesaria para analizar estos datos, nos vi-
mos limitados a registrar pequenas regiones dentro de la célula, lo cual reduce la
probabilidad de capturar eventos. Sin embargo, pudimos apreciar eventos claros y
practicamente ideales en situaciones privilegiadas, tal como la representada en la
figura 7.10. Alli podemos observar un endosoma (indicado por una flecha amarilla)
moviéndose de manera procesiva a lo largo del microtibulo vertical (primario). En
un punto de su camino, el endosoma intersecta con el microttibulo horizontal (secun-
dario) y tras deformarlo, se detiene. En ese momento observamos la deformacién del
filamento principal. De 170 peliculas pudimos identificar 45 eventos que vinculaban

directamente el buckling de un microtibulo con el transporte del endosoma.
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Figura 7.9: Registro simultianeo de endosomas y microtibulos: Imagen represen-
tativa de una célula melanéfora de X. laevis con la red de microtibulos marcada con
EGFP-XTP (verde) en superposicién con endosomas fluorescentes marcados con de FM4-

64 (rojo). Barra de escala: 10 pm

Con el fin de obtener una mirada mas amplia sobre el proceso, generamos una
matriz de intensidad (kymograph) que muestra la fluorescencia en cada cuadro sobre
las coordenadas del filamento principal (figura 7.11A). En este ejemplo en particular,
el canal verde muestra regiones de alta intensidad, correspondientes a la interseccion
con el filamento secundario (punta de flecha en la figura 7.10A). Superpusimos la in-
tensidad registrada en el canal rojo, que corresponde al endosoma moviéndose sobre
el microtibulo primario. Se puede observar claramente que el microtibulo secun-
dario se deforma cuando el endosoma lo alcanza (similar a la condicién presentada
en la figura 6.9). La figura 7.10 también exhibe un buckling del filamento principal
mientras el endosoma esta en contacto con el secundario.

En pos de correlacionar estos eventos de buckling con el movimiento del endo-
soma, computamos la amplitud de ambos filamentos en el tiempo tal como fue des-
cripto en las secciones 7.2 y 7.4 y la velocidad del endosoma a partir del kymograph
del canal rojo. La figura 7.11B muestra que la amplitud del filamento secundario au-
menta repentinamente cuando el endosoma alcanza la interseccién. En ese momento
la organela disminuye su velocidad, sugiriendo que el microtibulo secundario actia
como una barrera elastica en contra del movimiento del endosoma transportado.

En simultaneo, el microtubulo principal comienza a flexionarse, lo cual es revelado
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por un crecimiento leve en su amplitud. En el momento en el que el endosoma se
detiene completamente, comienza el evento de buckling del microtubulo principal.
Finalmente, el endosoma retoma su transporte y ambos microtibulos relajan con

escalas temporales similares.

Figura 7.10: Evento simultaneo de transporte y buckling: Cuadros no consecutivos
de una pelicula confocal de una regién de una célula expresando EGFP-XTP para ilustrar
la deformacién de los microtibulos y el transporte del endosoma marcado con FM4-64.
Barra de escala: 1 pm (A) Superposicién de los dos canales de fluorescencia mostrando
los micortibulos en verde y los endosomas en rojo. La flecha amarilla indica el endosoma
transportado activamente a lo largo de un microtiibulo (primario) y la flecha celeste indica
la interseccién entre los filamentos primario y secundario. (B) Los mismos cuadros que en
A, pero en este caso se muestra solamente el canal verde en escala de grises y las posiciones

recuperadas usando AFTER de los filamentos primario y secundario.

En el ejemplo mostrado en la figura 7.10, el endosoma enlentece su movimiento
y empuja al microtibulo transversal. En este punto, suponemos que los motores
moleculares no se detienen tras el encuentro, sino que continiian dando pasos sobre
el microtibulo primario [70]. Como el endosoma se encuentra atrapado en la in-
terseccion, los motores empujan su via de transporte, deslizando al filamento hacia
atrds (como en el ejemplo presentado en la figura 6.6), llamamos a este caso “evento
de tipo I”.
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Figura 7.11: Bucklings causados por transporte de cargas: Andlisis del transporte
y deformaciéon de los microtiibulos del evento simultdneo presentado en la figura 7.10.
(A) Superposicién de las matrices de intensidad de fluorescencia a lo largo del filamento
principal. En rojo se muestra la matriz del canal correspondiente a los endosomas y en
verde la del canal donde se observan los microtibulos. Cada fila representa la intensidad
de fluorescencia a lo largo de las coordenadas recuperadas del microtibulo a lo largo del
cual se transporta el endosoma (primario). Barras de escala vertical (5 s) y horizontal (1
pm). (B) Evolucién temporal de la velocidad del endosoma a lo largo del filamento (—),
la amplitud del filamento primario (-) y la del secundario (). El édrea celeste indica el

tiempo durante el cual el endosoma se encuentra en contacto con el filamento secundario.

Observamos otros dos tipos de casos. Por un lado, se presentaron eventos en
los cuales los endosomas, al llegar a la interseccion, deforman elasticamente al mi-
crotiubulo secundario pero no logran sobrepasarlo y revierten el sentido de su movi-
miento (“evento tipo 117, figura 7.12). Finalmente, observamos casos en los que al
encontrarse con la barrera, los endosomas cambian su direcciéon y comienzan a ser
transportados a lo largo del microtibulo secundario (“evento tipo 1117, figura 7.13).

Exploramos y analizamos 45 eventos, estudiando la posicion relativa del camino
del endosoma y el microtiibulo afectado; 15 de ellos (33 %) pudieron ser asociados con
deslizamiento de filamento o fuerzas tangenciales, mientras que el resto (77 %) revel6
componentes importantes de fuerzas transversales, reforzando nuestra observacion

del comportamiento del microtiibulo como obstaculo al transporte.
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Figura 7.12: Interaccién transporte-buckling tipo II: Evento en el cual el endosoma
no logra superar la barrera del microtibulo secundario y revierte su movimiento sobre el
microtibulo primario. (A) Superposicién de las matrices de intensidad de fluorescencia
en un cuadro a lo largo del filamento primario. En rojo, se muestra la matriz del canal
correspondiente a los endosomas y en verde a los microtiibulos. Barras de escala vertical
(5.2 s) y horizontal (1 pm). (B) Cuadros no consecutivos de la pelicula confocal de la cual
se extrajo la informacién para trazar el kimograma de A. Superposicién de los dos canales
de fluorescencia mostrando los microtibulos en verde y los endosomas en rojo. La flecha
amarilla indica el endosoma transportado activamente a lo largo del microtibulo primario

inicialmente y luego sobre el secundario. Barra de escala: 1 pm.

Los ejemplos mostrados en esta seccién destacan la relevancia de las fuerzas
generadas por motores moleculares para moldear a los microtibulos en células vivas.
También revelan un rol secundario de los microtibulos en el transporte activo de

cargas: actian como vias para el transporte pero también como barreras al mismo.
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Figura 7.13: Interaccién transporte-buckling tipo III: Evento en el cual el endosoma
cambia el filamento sobre el cual realiza el transporte. (A) Superposicién de las matrices
de intensidad de fluorescencia a lo largo del filamento principal. En rojo se muestra la
matriz del canal correspondiente a los endosomas y en verde el de los microtibulos. Cada
fila representa la intensidad de fluorescencia a lo largo de las coordenadas recuperadas
del microtibulo a lo largo del cual se transporta el endosoma. El panel inferior muestra
la zona recuadrada en el kimograma completo aumentada. En este sector se observa el
contacto del endosoma con el microtubulo secundario. Barras de escalas vertical (11.6 s)
y horizontal (1.2um). (B) Cuadros no consecutivos de la pelicula confocal de la cual se
extrajo la informacién para trazar el kimograma de A. Superposicién de los dos canales
de fluorescencia mostrando los microtibulos en verde y los endosomas (generados por
la endocitosis de FM4-64) en rojo. La flecha amarilla indica el endosoma transportado

activamente a lo largo de un microtibulo (primario) Barra de escala: 1pym

7.6. Conclusiones

Las células melanoforas de Xenopus laevis resultan un sistema atractivo para

estudiar el buckling y deformacion de microtibulos in vivo debido a su tamano
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relativamente grande (40pum de didmetro en promedio) y su forma aplanada. La
extensién permite la existencia de filamentos largos que pueden contener mas de
un segmento donde se observe un evento de buckling. La geometria, practicamente
plana en gran parte de su superficie, combinada con técnicas de microscopia con-
focal, facilita el seguimiento de filamentos individuales con alta precisién utilizando
AFTER [120].

En este capitulo, analizamos la deformacion de los microtibulos durante eventos
de buckling a partir de la evolucion de su amplitud. En primer lugar, caracteriza-
mos la morfologia de los eventos de buckling midiendo sus tamanos, los cuales se
encuentran confinadas a valores en el rango 1-7 um y sus amplitudes, las cuales
resultaron < 4um (figura 7.2). Las longitudes caracteristicas calculadas resultaron
menores que las longitudes tipicas de los microtibulos en estas células, sugiriendo
que los filamentos pueden anclarse en puntos intermedios transitoriamente, tal como
fue propuesto previamente [23].

Debido a su rigidez alta, la deformacién de los microtibulos requiere de la accién
de fuerzas activas dentro de la célula. Pudimos verificar esta hipotesis al observar
la ausencia de eventos de buckling en células desprovistas de ATP, confirmando
la necesidad de energia para generarlos. Por otra parte, pudimos determinar que
las fuerzas de polimerizacién/depolimerizacién no son la fuente principal de fuerzas
compresivas dentro de las células (figura 7.3).

Por otro lado, el tratamiento con vinblastina tuvo una incidencia en las ca-
racteristicas espaciales de los eventos, resultando en bucklings de mayor tamano y
amplitud, en promedio (figura 7.4). Nuestro andlisis se encuentra en la linea de lo
argumentado en el capitulo 4. Vinblastina elimina la posibilidad de depolimerizacion
de un filamento al encontrarse con una barrera, anulando un mecanismo a través
del cual los microtibulos liberan compresion. De esta manera, obtenemos filamentos
con una compresion acumulada a lo largo de su extensién, lo cual podria resultar
en que segmentos mayores de los mismos involucrados en eventos de buckling con
amplitudes mayores, en promedio.

Los eventos de buckling se caracterizan por un rapido aumento en la amplitud de
la deformacién, seguido de un proceso de relajacion, después del cual el microtibulo
en general recupera su forma original. Pudimos analizar tanto el crecimiento de
la amplitud como la relajacion con modelos que surgieron a partir del estudio de
las simulaciones numéricas. La duracion promedio de un proceso de buckling es de
aproximadamente 10 s (figura 7.6). Sin embargo, llegamos a registrar eventos de
minutos de duracién, y no pudimos asignar una escala a los tiempos tipicos de estos
eventos, corroborando que su distribucion se comportaba segiin una ley de potencias.

Consideramos que los motores moleculares proveen las fuerzas necesarias para

flexionar los microtibulos directa (al moverse a lo largo del filamento) o indirecta-
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mente (a través de la carga que transportan). Se ha demostrado que el transporte de
cargas puede ser producido por equipos de miltiples motores [122; 149-151]. Por lo
tanto, esperariamos que equipos con mas motores puedan soportar fuerzas opuestas
mayores, resultando en eventos de buckling de mayor duracién, mientras que un ni-
co motor se disocia rapidamente del filamento generando eventos de corta duracion.
De esta forma, explicamos la gran variabilidad en las duraciones de los eventos de
buckling mediante la la variedad de equipos de transporte con distintos nimeros de
motores involucrados.

Al ser una de las vias mediante las cuales de realiza el transporte activo de cargas,
los microtiibulos pueden tener un efecto dicho transporte, y el destino final de la
carga. Especificamente, Kulic et al. [98], observaron eventos de buckling asociados al
transporte de organelas, sugiriendo que los mismos motores que generan el transporte
proveen las fuerzas necesarias para deformar los filamentos. Aqui utilizamos una
técnica para observar estos eventos (buckling y transporte) en simultédneo, utilizando
microscopia confocal en dos canales (figura 7.10).

Observamos que la interaccion de una organela transportada con otro filamento
puede generar un evento de buckling que a su vez puede afectar la direccionali-
dad del transporte. Ademas, estos experimentos sugieren cual o cudles podrian ser
los mecanismos que provoquen la terminacién de un evento y la ulterior relajacion
del filamento. Recordando los resultados de las simulaciones numéricas, en los ca-
sos mostrados en las figuras 6.4, 6.5 y 6.9 proponemos que las fuerzas alcanzadas
aumentarian la probabilidad del motor de desvincularse del microtibulo [152], li-
berando la compresién y relajando la forma del filamento. Por otra parte, el caso
de la velocidad constante discutido en el capitulo 6 resulta mas intrigante, ya que
presenta un rapido aumento de fuerza, lo cual aumenta ampliamente la probabilidad
del motor de desprenderse antes de que se pueda apreciar algin tipo de flexién del
filamento. Sin embargo, esta resistencia se reduce sibitamente una vez comenzada la
flexion y se equilibra en valores menores. Este tiltimo escenario predice la existencia
de eventos de duracién extremadamente larga para equipos de motores robustos que

superen la fuerza inicial.
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Capitulo 8

Influencia del citoesqueleto en las
caracteristicas invasivas de células

de cancer de proéstata

La migracion celular tiene un papel fundamental en diversos procesos fisiologicos
y patoldgicos [153]. En particular, las células metastéticas presentan alteraciones de
esta funcién. Hemos mencionado en la introduccién (capitulo 1) que las propiedades
migratorias de las células se encuentran intimamente relacionadas con el citoesquele-
to. Por otra parte, se ha demostrado que las células de cancer de préstata presentan
una expresion anormal de proteinas asociadas al citoesqueleto, resultando en una
capacidad aumentada de resistir a la quimioterapia y colonizar érganos lejanos [153,
154].

A raiz del desarrollo e implementacion de las técnicas de andlisis de filamentos
del citoesqueleto descriptas en los capitulos anteriores, iniciamos una colaboracion
con el grupo de investigacion de las Dras. Elba Vazquez y Geraldine Gueron que se
dedica al estudio de cancer de préstata a nivel celular.

En este capitulo exploramos las propiedades mecanicas de los microtubulos y la
reorganizacion de la red de actina en células de céncer de préstata humano (PC3).
Nuestro objetivo es cuantificar estas caracteristicas del citoesqueleto y evaluar si un
tratamiento que eleva los niveles de hemo-oxigenasa 1 en la célula tiene algin efecto
sobre las redes del citoesqueleto.

La hemo-oxigenasa 1 (HO-1) es una enzima que limita la tasa de degradacién
del grupo hemo [155, 156]. Es una proteina de respuesta al estrés y un mediador
critico de la homeostasis celular [157]. A pesar de que el papel de HO-1 en céncer es
controvertido [158], nuestras colaboradoras han demostrado que el aumento de su
expresion estd asociada a un fenotipo menos agresivo de cancer de préstata [159].
HO-1 inhibiria la proliferacién, migracién e invasion celular [154]. También impe-

dirfa el crecimiento y angiogénesis tumoral in vivo y reduciria la expresion de genes
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asociados a la inflamacién [154, 160]. Por otra parte, HO-1 se encuentra implicada
en la modulacion de la adhesion celular en células de cancer de proéstata, elevando
la expresén de E-cadherina y (-catenina y relocalizéandolas en la membrana celular
[159], favoreciendo un fenotipo més epitelial. Sin embargo, no es claro cudles son los
interactores de HO-1 y cémo regula la organizacién del citoesqueleto.

Nuestro grupo colaborador habia demostrado que HO-1 se encuentra involucrada
en la regulacién de la morfologia celular en células de cancer de préstata. Luego,
realizaron un estudio proteémico que sugirié que el citoesqueleto se encontraria
relacionado con la accién de HO-1 [7].

Esto motivé el inicio de nuestra colaboracién en la cual exploramos si HO-1

afecta la morfologia del citoesqueleto.

8.1. Patrones migratorios de células PC3 bajo la

expresion forzada de HO-1

Para estudiar si la asociaciéon de HO-1 con proteinas implicadas en la integridad
de la red de actina tenia algtin impacto sobre las trayectorias migratorias de célu-
las de cancer de préstata, particularmente PC3, nuestras colaboradoras evaluaron
cuantitativamente el movimiento de estas células en un estudio denominado wound-
healing assay. Este experimento consiste en realizar una herida lineal a lo largo del
plato de cultivo, capturar imagenes de las células y cuantificar su movimiento hacia
la herida. En este caso, tomaron imagenes cada 20 minutos utilizando microscopia
de contraste de fase, durante 48 horas. Analizaron trayectorias bidimensionales de
célula tnica (figura 8.1A), tanto para la condicién control como para las células
tratadas durante 24 hs con hemina 80 pM, un inductor especifico de HO-1 [154].

La figura 8.1B muestra el desplazamiento cuadréatico medio (MSD) obtenido para
ambas condiciones. Observamos que el comportamiento de las células control y las
tratadas con hemina es similar hasta 7 ~ 800 minutos; a partir de dicho valor, el
MSD de las células tratadas es significativamente menor. Este resultado implica que
la induccién de HO-1 reduce significativamente el area explorada por las células en
la ventana temporal estudiada y sugiere que las células tratadas con hemina podrian

presentar menor invasividad.
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Figura 8.1: HO-1 limita las trayectorias migratorias de células PC3: (A) Las célu-
las PC3 control y tratadas con hemina fueron cultivadas hasta la confluencia. Se realizé
una herida lineal a lo largo del didmetro del plato y se colectaron imédgenes de microscopia
de contraste de fase cada 20 min durante 48 hs. (B) Trayectorias celulares representati-
vas obtenidas para células control y tratadas con hemina. Los circulos rojos discontinuos
representan el drea promedio explorada por las células control luego de 18 horas. (C)
Las trayectorias fueron analizadas como se indica en la seccién 5.1 para obtener el MSD.
El grafico presenta el MSD promedio + error estdndar vs. 7 para ambas condiciones.

Nirayectorias = 78 (control) y 70 (hemina).

8.2. Distancias entre células

Para evaluar si los resultados descriptos se relacionan con variaciones en las
interacciones intercelulares, analizamos las distribuciones de distancias a primeros
vecinos en células PC3 control y tratadas con hemina.

Con este fin, fijamos las células y las tratamos con C-laurdan, una sonda fluo-
rescente que se intercala en las membranas plasmaticas y membranas internas [161].
Esta marcacién permite delimitar las células con buena relaciéon S/N (figura 8.2).

Registramos imagenes de fluorescencia con un microscopio de campo amplio

usando un objetivo 10x (NA=0.3). De esta forma, obtuvimos campos con ~ 20-
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30 células cada uno (figura 8.2A). Para determinar las distancias entre las células
utilizamos algoritmos escritos en Matlab.

Brevemente, aplicamos una rutina de binarizacién a las imégenes mediante la
aplicacion de un umbral de intensidades, generado automaticamente para cada ima-
gen (figura 8.2B). Una vez obtenida la imagen binaria, utilizamos la funcién bwmorph
para eliminar conjuntos muy pequenos de pixeles aislados y completar los agujeros”
(pixeles faltantes) en los conjuntos de pixeles restantes (figura 8.2C). En la ima-
gen resultante, llamamos grupo a los conjuntos de pixeles positivos conectados y los

etiquetamos (figura 8.2D).
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Figura 8.2: HO-1 reduce las distancias a primeros vecinos en células PC3: Adqui-
rimos imagenes de campo amplio de células marcadas con C-laurdan y con magnificacién
pequena para poder observar campos con varias células (~20-30 células/imagen). Flujo
del andlisis de las imdgenes implementado: (A) La imagen en escala de grises obtenida del
microscopio. (B) Se binariza la imagen mediante la aplicacién de un umbral automatico.
(C) Utilizando la funcién regionprops se corrige la imagen eliminando pixeles aislados y
rellenando los grupos. (D) Se analiza la imagen procesada, etiquetando los grupos y se-
parandolos en células unicas y clusters celulares (elipses naranjas discontinuas) y se mide
la distancia entre cada grupo y los demés (lineas blancas), adjudicando al minimo de éstas,
la distancia al primer vecino (linea roja). (D) Distribucién de distancias a primer vecino
graficada para células PC3 control y tratadas con hemina. Las distancias entre células
vecinas fueron normalizadas al radio celular promedio. Datos obtenidos para N ~ 2000

células 6 clusters celulares en cada condicion.

Ordenamos los grupos por tamano, separando los que corresponden a células

unicas con los que abarcan mas de una célula, que llamamos clusters. Hicimos esto
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a partir de la distribucién de dreas de los grupos de cada condicién (N ~ 2000),
asignamos al 50 % de los grupos de menor tamano a células tnicas. Este porcentaje
fue tomado por defecto, de esta forma nos aseguramos no contabilizar ningtun cluster
como célula, verificamos que esto se cumpla visualmente, observando las imagenes
etiquetadas. Para estimar el diametro de las células, utilizamos la funcién regionprops
que ajusta una elipse a cada célula y promediamos los valores de sus ejes mayor y
menor. El didmetro celular promedio obtenido en cada condicién estudiada sera
utilizado como escala espacial en los andlisis subsecuentes.

Finalmente, para obtener la distancia de cada célula a su vecina mas cercana
(primera vecina) medimos las distancias euclideas entre cada grupo y todos los demas
e identificamos la menor de éstas.

A partir del analisis de las imagenes obtenidas en cada condiciéon computamos
una probabilidad de hallar las células a una dada distancia de su primera vecina.
La figura 8.2E muestra que la probabilidad medir distancias a primeros vecinos es
distinta en células control y tratadas, para distancias pequenas. Reportamos una ma-
yor probabilidad de encontrar las células tratadas con hemina a distancias menores.
Comparamos estos datos con un un test de dos muestras de Smirnov-Kolmogorov y
obtuvimos que las distribuciones son separables (P<0.05) para distancias < 2 radios
celulares. Los resultados muestran que la induccion de HO-1 en células PC3 reduce

significativamente las distancias entre una célula y su vecina mas cercana.

8.3. Modificaciéon del citoesqueleto bajo induccion

de HO-1

Los resultados mostrados en las secciones anteriores sugieren un cambio en la
interaccién de las células de cancer de prostata al ser farmacolégicamente inducidas
a producir HO-1. En esta seccién nos propusimos estudiar diferencias mecanicas y

morfoldgicas del citoesqueleto en estos casos.

8.3.1. Longitud de persistencia aparente de los microtiibu-

los

Considerando que los microtibulos son los componentes mas rigidos del citoes-
queleto, y por ende proveen el mayor soporte mecanico a las células, nos preguntamos
si se observarian cambios mecanicos en el citoesqueleto que pudieran relacionarse
con las diferencias halladas entre células control y tratadas con hemina.

Con este fin, aplicamos las herramientas descriptas en el capitulo 4 para calcular

Ip* de los microtiubulos en células PC3 control o tratadas con hemina. Nuestras
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colaboradoras fijaron células y realizaron una inmunomarcacién de tubulina con un
anticuerpo anti-tubulina y uno secundario conjugado con Alexa-Fluor647. Tomamos

imagenes confocales de las células en ambas condiciones (figura 8.3A).

A Microtubulos en MicrotUbulos en
células control células tratadas con hemina
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Figura 8.3: Red de microtibulos de células PC3 control y tratadas con hemina:
(A) Imégenes confocales representativas de células PC3 en las cuales los microtibulos fue-
ron sometidos a inmunomarcacién. Barras de escala: 5 um. (B) Varianza de las amplitudes
de los modos de Fourier en funcién del nimero de onda, para segmentos de microtibu-
los de 3 pum de longitud. Las lineas continuas muestran el ajuste de los datos al modelo

térmico (ec. 1.16).Neontrot = 159 ¥ Nheming = 163.

Los filamentos fueron analizados con el método de Fourier utilizado anterior-
mente (seccién 1.5.6, Introduccién), tomando segmentos de 3 pm de longitud. Ana-
lizamos segmentos de menor tamano que en el caso de X. laevis (8 um) ya que las
células PC3 son més chicas (10-20 vs. 40-50 pm de didmetro) y no es posible hallar
una cantidad suficiente de filamentos mas largos para tener la estadistica necesaria
para el analisis. La figura 8.3B muestra la varianza de las amplitudes de los modos
de Fourier en funciéon del nimero de onda, ¢,. Los datos siguen una forma funcional
de tipo ¢, % (comportamiento simil-térmico), tal como el observado para las células

melandforas (figura 4.8B). Este resultado permitié aplicar el modelo térmico definido
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por la ec. 1.16 para calcular la longitud de persistencia aparente de los microtibulos,
del cual obtuvimos Ip* = (5.2 + 0.3)um para células control y Ip* = (5.5 4+ 0.4)um
para células tratadas con hemina. Estos resultados sugieren que la induccion de
HO-1 no modifica la rigidez aparente de los microtibulos en células PC3.

Los valores de [p* calculados en esta linea celular fueron significativamente me-
nores que los obtenidos en las células melanéforas (Ip* ~ 20um). Esta diferencia
podria estar relacionada con la diferencia en el tamano de las células, como discuti-

remos mas adelante.

8.3.2. Modificaciones en la red de actina: analisis de los con-

tactos entre células

Hemos mencionado que nuestras colaboradoras realizaron un estudio protedémico
cuyo resultado sugiere que HO-1 interactiia con proteinas asociadas a la organizacion
del citoesqueleto [7]. Dado que esta enzima regula la adhesién celular y morfologia
[159] y luego de observar que los microtibulos no presentaban modificaciones signi-
ficativas en su Ip*, nos preguntamos si los efectos observados en presencia de hemina
se deben a cambios en la red de actina.

Mencionamos previamente (capitulo 1) que los filamentos de actina tienen un
didmetro menor al de los microtibulos y en general se agrupan en manojos de
filamentos [3]. Por este motivo, el estudio de las formas de filamentos individuales
in vivo no es posible con las técnicas de microscopia utilizadas en este trabajo.

Como primer paso para estudiar la red de actina en células PC3, tomamos image-
nes confocales de células control o tratadas con hemina, fijadas y marcadas con
rodamina-faloidina, un marcador fluorescente conjugado con una toxina con alta
afinidad a la actina [162] (figura 8.4).

Las células presentan claros contactos a través de prolongaciones o protrusiones
tipo-filopodias, que de aqui en adelante llamaremos filopodias. Considerando que
estos contactos pueden mediar una interaccién entre las células, nos preguntamos si
el tratamiento con hemina los modifica.

Para cuantificar el nimero de contactos en las distintas condiciones estudiadas,
disenamos un método que consiste en el analisis de perfiles de intensidad entre las

células.
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Actina en Actina en
células control células tratadas con hemina

.

Figura 8.4: Iméagenes de la red de actina de células PC3: Imdgenes confocales de
células PC3 control (izquierda) y tratadas con hemina (derecha) fijadas y marcadas con

rodamina-faloidina. Barras de escala: 10 ym

Seleccionamos las regiones donde las filopodias de dos células vecinas se contac-
tan y llamamos contacto a cada una de las filopodias que se extienden de una célula
a otra (figura 8.5A). Luego, dividimos cada una de estas regiones en zonas donde
la distancia entre ambas células fuese aproximadamente constante. Descartamos del
analisis las regiones donde las células se encontraban en contacto directo o super-
puestas ya que la comunicacion entre las células en estas regiones no sera igual a
aquella en la cual las células s6lo comparten contactos (figura 8.5A). Para cada zona
seleccionada, obtuvimos un perfil de intensidades equidistante a ambas membranas,
ilustrado por la linea amarilla en la figura 8.5A.

Analizamos los perfiles de intensidades con un algoritmo de Matlab, que los
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suaviza y extrae las posiciones de los méaximos de intensidad correspondientes a
filopodias (figura 8.5B), para luego computar la densidad de contactos sobre ese
perfil como el nimero de picos contabilizados sobre la longitud del perfil.

La figura 8.5C muestra un aumento en la densidad de contactos en las células
tratadas con hemina con respecto a las control (p<0.001, test de dos muestras de
Smirnov-Kolmogorov). Obtuvimos una densidad de contactos promedio de (0.56 £
0.02)um™" para células control y (0.77 & 0.02)um ™! para células tratadas. Este
resultado nos llevé a preguntarnos si el aumento en la densidad de contactos es

consecuencia de un aumento del nimero de filopodias/célula.
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Figura 8.5: Cuantificacién de contactos en células control y tratadas con he-

Con‘trol Hen;ina Control Hemina

mina: (A) Imagen confocal representativa, los recuadros marcan zonas de interés. Se
destacan las regiones analizadas (recuadro verde) mediante el andlisis de un perfil de in-
tensidades equidistante a ambas células (amarillo). Se descartaron las zonas donde las
células se encontraban en contacto directo (recuadro azul). Para el estudio de la relacién
numero de filopodias/célula se analiz6 el perfil de intensidades inmediatamente fuera de
la célula (linea roja punteada). Barra de escala: 10 pm. (B) Anélisis de un perfil de in-
tensidades, se muestra un perfil extraido sin procesar (—), el perfil suavizado (—) y los
picos contabilizados como filopodias independientes (A) (C) Boxplot comparando la den-
sidad de contactos en células control (N=91) o tratadas (N=75). (D) Boxplot comparando
la densidad filopodias/célula en células control (N= 83) o tratadas (N=75). *Diferencia
significativa, P<0.001

Para responder esta pregunta, adaptamos el método descripto previamente para

cuantificar la densidad de filopodias por célula. En este caso, extraemos un perfil
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de intensidades en la zona inmediatamente exterior de la célula y lo analizamos de
la misma forma que los perfiles de contactos. A partir de estos datos, calculamos la
densidad filopodia/célula como el cociente entre el niimero de filopodias y la longitud
del perfil.

Pudimos verificar que la densidad filopodias/célula es mayor para las células
tratadas con respecto a las control (figura 8.5D), sugiriendo que HO-1 induce directa
o indirectamente la formacién de filopodias en células PC3. Esta propiedad podria
facilitar que las células exploren un entorno mayor y entren en contacto con otras
células. De esta forma, podria generarse un mayor anclaje, resultando en conjuntos

de células més cercanas entre si y con menor capacidad migratoria.

Control Scrambled siRNA hemina Scrambled siRNA control

Hemina SiHO-1 hemina SiHO-1 control

o

Figura 8.6: Filopodias bajo la induccién de HO-1 y controles biolégicos: Imégenes
confocales representativas de cada condicién estudidada, incluyendo los controles. Células
PC3 transfectadas con un siRNA especifico a HO-1 (siHO-1) o con un siRNA inespecifico
(scrambled siRNA) fueron luego tratadas o no hemina. Luego se las fij6 y marcé con

rhodamina-faloidina. Barras de escala: 10 pym

Con el fin de corroborar que los resultados obtenidos de las células tratadas con
hemina se debieran efectivamente a la induccién de HO-1 generada con esta dro-
ga, nuestras colaboradoras realizaron una serie de controles (figura 8.6) que luego
analizamos con el método descripto anteriormente. En primer lugar, realizamos me-
diciones sobre células tratadas con hemina a las cuales se les inhibe genéticamente la
produccién de la enzima. Estos experimentos deben ser contrastados con controles

de silenciamiento de HO-1 en células sin tratamiento y silenciamientos no especificos,
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para asegurar que este tratamiento experimental no incide en los resultados.

En la figura 8.6 mostramos ejemplos de células con su red de actina marcada
para cada condicion experimental medida.

Para inhibir la produccién de HO-1, nuestras colaboradoras utilizaron un RNA
de silenciamiento especifico a HO-1 (siHO-1), que es un tipo de RNA interferente y
altamente especifico que inhibe la expresién de HO-1. Prepararon células transfec-
tadas con siHO-1 sin tratamiento (siHO-1 control) y tratadas con hemina (siHO-1
hemina), que luego analizamos para cuantificar la densidad de contactos y de filo-
podia/célula

La inhibicién genética de HO-1 revirtié el aumento de densidad de contactos y

de filopodia por célula, para las células tratadas con hemina (figura 8.7).
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Figura 8.7: Efecto de la induccién de HO-1 en la densidad de filopodias (A)
Boxplot comparando la densidad de contactos entre células para cada condicién. (B) Box-
plot comparando la densidad de filopodias por célula para cada condicién. % diferencia
significativa P<0.001

Finalmente, nuestras colaboradoras realizaron un control de silenciamiento de
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HO-1 transfectando células con un siRNA con igual composicion de nucledtidos, pero
en distinta secuencia (Scrambled siRNA). Al comparar las densidades de filopodias
entre las células siHO-1 hemina con las scarmbled siRNA hemina, obtuvimos que
las segundas presentan un aumentos significativos tanto en lo que respecta a la
interaccién entre las células como a su produiccion de protrusiones con actina, como

se puede apreciar en los boxplots de la figura 8.7 [7].

8.3.3. Analisis de las protrusiones celulares de cancer de

prostata en la presencia de medio condicionado

Los resultados obtenidos del andlisis de la red de actina de las células PC3,
sugieren que HO-1 se encuentra involucrado en el anclaje de las células, reduciendo
su capacidad migratoria. En suma, el andlisis bioinformético realizado por nuestras
colaboradoras mostré mayor desregulacion de proteinas del citoesqueleto en la etapa
metastatica del cancer de prostata. Por lo tanto decidimos explorar la influencia de
HO-1 en la invasion de las células a otros tejidos. Como el hueso es el sitio més comun
y frecuente para la progresién del cdncer de préstata [163], nuestras colaboradoras
disenaron un arreglo experimental bioldgico con medios condicionados (CM, por
sus siglas en inglés) de sistemas de co-cultivo trans-well de células PC3 y MC3T3.

MC3T3 es una linea celular precursora de osteoblastos, derivada de boveda craneal

de ratones ([164]).
PC3
+CM3

PC3
+CM1

PC3 PC3 +medio
+CM4 fresco

Figura 8.8: Co-cultivo, medios condicionados Imégenes confocales representativas de

células PC3 cultivadas en distintos medios condicionados, luego fijadas y marcadas con

rhodamina-faloidina. Barras de escala: 10 pym

148



Las células PC3 pre-tratadas o no con hemina fueron co-cultivadas con y sin
MC3T3. Luego se obtenia el medio condicionado de cada una de las condiciones
experimentales y se cultivaban nuevas células PC3 con ese medio. Los medios con-
dicionados obtenidos fueron clasificados segin las condiciones experimentales a las
que habian sido expuestos y se encuentran descriptos en la tabla de la figura 8.9.

Las células fueron luego fijadas, marcadas con rodamina-faloidina y colectamos
imagenes de microscopia confocal con las que realizamos el andlisis de los contactos
y filopodias descripto anteriormente. La figura 8.8 muestra imagenes representativas
de cada condicién experimental.

A partir del estudio de la densidad de contactos celulares hallamos que el medio
condicionado proveniente de células en co-cultivo reduce la densidad de contactos
con respecto del proveniente de células PC3 solas (figura 8.9A, comparando PC3 +
CM1 con PC3 + CM2) y que el pre-tratamiento con hemina evita dicha disminucién
(figura 8.9A, comparando PC3 + CM4 con PC3 + CM2).

Con respecto a la densidad de filopodia/célula, los resultados nos indican que el
medio condicionado de sistemas en co-cultivo impactan negativamente en la densidad
de filopodias de membrana en células PC3 (figura 8.9B, comparando PC3 + CM2 con
PC3 + CM1). Nuevamente, notamos que este efecto era revertido cuando el medio
condicionado provenia de células pre-tratadas con hemina (figura 8.9B, comparando
PC3 + CM4 con PC3 + CM2)

Estos resultados sugieren que la expresion inducida de HO-1 en células PC3
altera los factores solubles liberados al medio condicionado en los sistemas de co-
cultivo. A su vez, esto afecta la generacién de filopodias e interconectividad de las
células. De esta forma se obtendria un fenotipo de células tumorales mas adherente y

potencialmente con menor probabilidad de extravasacion e invasion a otros 6rganos.
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Figura 8.9: Resultados del anilisis de filopodias para células en co-cultivo (A)
Boxplot comparando la densidad de contactos entre células para cada condicién. (B) Box-
plot comparando la densidad de filopodias por célula para cada condicién. En la tabla se

describen los medios utilizados. % diferencia significativa P<0.001.

8.4. Conclusiones

En este capitulo presentamos el estudio del citoesqueleto en células de cancer de
prostata humano, PC3. Estas células son especialmente invasivas y suelen migrar
con gran facilidad.

En una primera instancia, pudimos concluir que las células tratadas con hemina,
inductor farmacoldgico de HO-1, se encuentran mas cercanas entre si que aquellas
no inducidas (figura 8.2).

La migracion y adhesion celular son procesos intimamente ligados al citoesque-
leto. Por lo tanto decidimos estudiar estas redes de filamentos en busqueda de cam-
bios que pudieran explicar las diferencias en movilidad celular observadas bajo la
induccién de HO-1. Al estudiar las férmas de microtubulos individuales, los datos
ajustaron bien al modelo térmico (figura 8.3), sin embargo no obtuvimos diferen-
cias significativas de [p* entre células control y tratadas con hemina. La longitud de
persistencia de segmentos de 3 pm de longitud ronda los 5 um, significativamente

menor a la obtenida en células melandforas.
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La adhesion intercelular es esencial para el desarrollo, diferenciacion y manteni-
miento de tejidos y las células epiteliales requieren esta interaccién para promover su
funcién de barrera [165]. La disminucién en estas interacciones provee una ventaja
considerable a la progresién del carcinoma, visto que es necesario el desprendimien-
to de las células de la matriz extra-celular y la abolicion de sus interacciones para
su invasién y metdstasis [166]. Estos eventos se encuentran fuertemente asociados
a los componentes del citoesqueleto [167]. Los filamentos de actina son componen-
tes principales de varias estructuras celulares asociadas a la adhesién, tales como
las filopodias, lamelopodias y fibras de estrés. Por lo tanto nos resulté importante
desarrollar técnicas para observar y medir diferencias en la red de actina en estas
células.

Mediante el anélisis de imagenes confocales de células PC3 fijadas, cuantificamos
y comparamos la red de filamentos de actina en los bordes de las células. Observamos
que la induccién de HO-1 aumenta tanto los contactos entre las células como en la
densidad de filopodias por célula (figura 8.7). Esto sugiere que el tratamiento con
hemina induce el remodelamiento de la arquitectura de la red de actina en estas
protrusiones, resultando en un fenotipo mas adhesivo y menos invasivo. Sin embargo,
HO-1 no presenta marcacién en las filopodias (no mostrado), lo cual sugiere que
su accién se manifiesta indirectamente mediante la regulacion de la red de actina
presente en las protruciones.

Por 1ltimo, observamos que las células PC3 expuestas a medios condicionados
de sistemas de co-cultivo con osteoblastos (MC3T3) presentan una menor densidad
de contactos y de filopodias por célula. Estos efectos se pudieron revertir bajo el
pre-tratamiento con hemina (figura 8.9). La retraccién de las protruciones puede
ser un indicador de que las células se estan volviendo menos adhesivas en presencia
de MC3T3 e iniciando un proceso de extravasacion. El cancer de préstata presenta
mayormente metastasis osteoblasticas en hueso, lo cual es la principal causa de
mortalidad de la enfermedad [163], nuestros resultados sugieren que HO-1 previene

la extravasacion e invasion de células de cancer de prostata hacia otros érganos.

151



Capitulo 9

Conclusiones generales y

perspectivas

Las redes de filamentos son los elementos basicos que intervienen en la cons-
truccién de ciertas estructuras bioldgicas dindmicas que pueden ajustar su fuerza,
elasticidad y respuesta [78]. En particular, en la escala celular esta red se denomina
citoesqueleto y se compone por tres familias de filamentos semiflexibles: filamentos
de actina, filamentos intermedios y microtibulos . Las propiedades mecanicas de las
células se definen principalmente a través del citoesqueleto. Ademas, esta estructura
es responsable de la migracion y remodelacion celular, y se encuentra involucrada
en la division celular y el transporte intracelular de cargas.

En los tdltimos anos ha cobrado importancia el estudio del citoesqueleto y su
relacion con distintos procesos celulares. Se han propuesto modelos de red para
comprender cémo los microtibulos soportan las compresiones necesarias para man-
tener la estructura celular [121, 168] y diversos trabajos se concentraron en estudiar
el rol de la actina en la migraciéon celular.

Por estos motivos en esta tesis estudiamos en profundidad las propiedades mecani-
cas y dinamicas del citoesqueleto, haciendo hincapié en los microtibulos. Desarro-
llamos y aplicamos nuevas técnicas para estudiar al citoesqueleto.

La rutina AFTER, presentada en el capitulo 3, fue creada a la par de la rea-
lizacién de experimentos bioldgicos, lo cual facilité la sintonia entre el desarrollo
computacional y el sistema al cual seria aplicado. De esta forma, logramos un algo-
ritmo de tracking de filamentos in vivo que permite recuperar las coordenadas de
microtubulos individuales a partir de imagenes confocales con una precisién de ~ 9
nm durante cientos de cuadros (figura 3.12).

Utilizando este algoritmo, determinamos la longitud de persistencia efectiva de
los microtibulos en células y evaluamos el efecto que tienen las otras redes del ci-
toesqueleto sobre esta magnitud (figura 4.8). Observamos una disminucién en la

[p* en células sin filamentos intermedios, lo cual sugiere que estos filamentos inter-
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actian con los microtibulos afectando su rigidez aparente dentro de las células. A
pesar de que las células son un sistema fuera del equilibrio, encontramos que las
formas de los microtibulos se ajustan correctamente a un modelo térmico, con una
Ip* << Ilp medida in vitro. Interpretamos este comportamiento como un balance
de fuerzas activas dentro de las células, i.e. procesos activos distribuidos aleatoria-
mente. Pudimos comprobar la ruptura de este equilibrio al eliminar las fuerzas de
polimerizacién/depolimerizacion de los filamentos (figura 4.13).

Ademas, estudiamos dos aspectos de la dindmica de los microtubulos: el movi-
miento lateral y los eventos de buckling. En el caso del movimiento lateral, observa-
mos una vez mas la manifestacion de eventos de origen activo organizados de forma
térmica: el andlisis de trayectorias laterales de segmentos de microtibulos con un
modelo de difusion andémala a escalas de tiempo pequenas resulté en un exponente
con una gran dispersién y valores medios cercanos a 1 (figura 5.2), indicando que
los microtibulos estan sometidos a procesos activos y pasivos.

Pudimos evaluar también el efecto de las redes del citoesqueleto sobre el movi-
miento lateral de los microtibulos y concluimos que tanto los filamentos de actina
como los filamentos intermedios confinan su movimiento, siendo los filamentos de
actina los que tienen mayor efecto (figura 5.2).

Al mapear el movimiento en regiones de la célula hallamos que los microtibulos
en la periferia celular, donde la densidad de la red de actina es mayor, tienen un
movimiento mas dirigido pero a su vez presentan una mayor restriccion en el area
recorrida (figura 5.3).

Ambos resultados sugieren que los filamentos de actina se encuentran ligados
a los microtibulos, a tal punto que restringen su movimiento. Por otra parte, el
comportamiento superdifusivo hallado en escalas temporales mayores son un claro
indicador de que los microtubulos son dirigidos por fuerzas activas dentro de las
células.

El estudio de los eventos de buckling de microtubulos tuvo dos abordajes. Por
un lado realizamos un estudio numérico, basado en simulaciones de filamentos de-
formandose bajo la accion de distintas fuerzas. Este estudio permitié analizar en
detalle las diferencias en la evolucién de la deformacion en funcién de la magnitud,
punto de aplicacién y direccion de las fuerzas a las que se ve sometido el filamento
(figuras 6.4, 6.5, 6.7, 6.8, 6.9 y 6.10). También evaluamos la influencia de la longitud
del filamento (figura 6.11) y las condiciones de borde (figura 6.12) en las tasas de
relajacion.

A partir de los resultados de las simulaciones numéricas, propusimos estudiar
eventos de buckling de microtibulos en células vivas en bisqueda de indicios que nos
sugieran el origen de las fuerzas que los generan. Logramos caracterizar estos eventos

tanto espacial como temporalmente, y observamos comportamientos en la evolucién
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de la amplitud de acuerdo con lo observado en las simulaciones. Corroboramos que
los procesos de polimerizacién/depolimerizacién no tienen una infuencia significativa
en la generacién de eventos de buckling. Sin embargo, hallamos que la eliminacion
de estos procesos afecta las caracteristicas espaciales de dichos eventos, resultando
en bucklings de mayor amplitud y dimension.

Para explorar en profundidad estos eventos, decidimos utilizar una técnica de
microscopia de dos canales para correlacionar eventos de transporte activo de en-
dosomas con eventos de buckling. Notamos que los filamentos pueden actuar como
barreras para el transporte, ante las cuales puede darse una reversién o incluso un
cambio de filamento a lo largo del cual se lleva a cabo el transporte. Esta interaccion
entre los filamentos y las cargas no habia sido reportado hasta donde sabemos.

Por 1ltimo, extendimos los estudios del citoesqueleto al andlisis de células cancer
de prostata. En este punto, estudiamos la influencia de la inducciéon de HO-1 en
las propiedades mecénicas y en la organizacién del citoesqueleto en células PC3.
Hallamos que las céllas bajo la induccion de HO-1 se encuentran mas cercanas a sus
vecinas (figura 8.2). Este resultado sugiere que existe una mayor interaccién entre
las células, lo cual podria disminuir la invasion.

Al explorar el efecto de HO-1 en las redes del citoesqueleto concluimos que los
microtibulos no presentan modificaciones en sus propiedades mecénicas (figura 8.3),
pero los filamentos de actina parecen organizarse en forma diferente en la periferia
celular (figura 8.4). Las células de céncer de préstata presentan filopodias que en
muchos casos se extienden de una célula a otra. Nuestros resultados mostraron un
claro aumento en la cantidad de filopodias y contactos entre células al ser tratadas
con hemina (figura 8.7). A partir de esta observacién concluimos que HO-1 tiene un
efecto indirecto sobre la red de actina en células PC3, induciendo la formacion de mas
filopodias que no sélo anclarian a las células al medio extracelular sino que también
aumentarian la interaccion entre células. Estos cambios morfolégicos disminuirian

las probabilidades de migracién e invasién de células individuales.

A partir del trabajo realizado en esta tesis surgieron preguntas e hipdtesis que
pueden ser exploradas en trabajos futuros.

Por un lado, continuando el estudio de las propiedades mecanicas de los fila-
mentos, seria interesante determinar la [p* de los filamentos de actina e intermedios
en células vivas. La morfologia de dichas redes hace practicamente imposible poder
identificar filamentos individuales dentro de las células con técnicas de microscopia
6ptica convencionales. Por este motivo, la combinaciéon de AFTER con la extension
para analizar imagenes de superresolucion, como STORM, resulta una herramienta

ideal para analizar filamentos de actina y filamentos intermedios individuales.
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Por otra parte, queda por explorar en més profundidad céomo diversas fuerzas
activas influyen en la [p* y en el comportamiento simil-térmico de las formas de los
filamentos dentro de la célula. Eliminando selectivamente distintas fuerzas activas,
podriamos alejarnos de este equilibrio aparente y evaluar la influencia de cada actor
por separado.

A partir de los resultados obtenidos en células en las cuales inhibimos los procesos
de polimerizacion y depolimerizacién de microtibulos desarrollamos una hipétesis
con respecto a la influencia de dichos procesos en las propiedades mecanicas y en la
compresion acumulada en los filamentos. Adjudicamos los cambios observados en la
[p* v en las caracteristicas espaciales de los evendos de buckling a la eliminacion de los
procesos de depolimerizacion. Los microtubulos experimentan catastrofes repentinas
cuando su extremo positivo se enfrenta con una barrera, de esta forma evitan estar
sometidos a compresiones demasiado altas. Un aumento en la compreséon de los
filamentos podria explicar los cambios observados. Seria interesante explorar esta
hipétesis, distinguiendo el efecto de la polimerizacion del de la depolimerizacion.

Los microtibulos y filamentos de actina son las vias por las cuales se conduce
el transporte intracelular mediado por motores moleculares. Por este motivo, una
vision integral del fenémeno de transporte deberia incluir la dinamica del citoesque-
leto. Observamos que la dindamica de buckling de microtibulos se encuentra asociada
al transporte de cargas y que a su vez, en muchos de estos eventos de buckling ciertos
filamentos actian como barrera para el transporte. Por estos motivos, seria impor-
tante unificar los estudios del citoesqueleto con aquellos de transporte intracelular

en un futuro cercano.
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Apéndice A

Abreviaturas usadas

ATP Trifosfato de adenosina (CyoH16N5013P3)

ADP Difosfato de adenosina (C1oH15N5010F5)
DIC Microscopia de Contraste Diferencial interferencial
EGFP Proteina verde fluorescente
GDP Difosfato de guanosina (C1oH15N5011P,)
GTP Trifosfato de guanosina (CygH16N5014P3)
LB Caldo de Lisogenia
MAP Proteina asociada a microtibulos
NA Apertura numérica
ON Durante toda la noche
PBS Buffer fosfato salino
PEG Polietilenglicol (CoyyoHan160n+2)
PFA Paraformadeihdo (HO(CH20) i)
PSF Funcién de dispersion de punto
PTU Fenilurea (C7HgN»S)
S/N Relacion senal a ruido
STORM Stochastic Optical Reconstruction Microscopy
XTP Proteina tipo-tau de Xenopus laevis
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