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Resumen

El ién calcio (Ca?t) es usado por practicamente todos los tipos celulares para senali-
zar procesos tan diversos como la fertilizacién, la comunicacién neuronal, la contraccién
muscular o la muerte celular. La versatilidad de este mensajero se basa en la variedad de
patrones espacio-temporales que la concentracién intracelular de Ca?T puede desplegar.
Dentro de las células el Ca* citosélico libre es mantenido a muy baja concentracién. Las
senales entonces involucran el ingreso de Ca?* desde el medio extracelular o su liberacién
desde reservorios internos. Dentro de este tltimo tipo de procesos, la liberacion desde el
reticulo endoplasmaético (RE) a través de receptores (RIP3s) de inositol 1,4,5-trisfosfato
(IP3) juega un rol fundamental. En la mayoria de los casos estos receptores estan or-
ganizados en cimulos sobre la membrana del RE y pueden abrirse cuando ligan 1P3 y
Ca’T. El Ca?T citosélico tiene un rol dual sobre la cinética de los RIP3s llevandolos a
su apertura a concentraciones moderadas y a su inhibicién a concentraciones altas. Es
por esto que el Ca?T liberado a través de un RIP3 abierto puede inducir la apertura
de canales vecinos. Este fenémeno es conocido como liberacion de Ca*t inducida por
Ca?t (CICR, por su nombre en inglés). En la mayoria de las células los ctiimulos de
RIP3s estan separados por unos pocos micrones. La organizacién interna de los cimu-
los, por otro lado, no es totalmente conocida aunque se supone que puede variar entre
situaciones con RIP3s muy empaquetados y otras con mayor separacion entre canales.
Dado que las caracteristicas de las seniales resultantes dependen del CICR, la distri-
bucién espacial de RIP3s intra e inter-cimulo juega un rol fundamental. Es por esto
que la obtencién y el andlisis de imégenes con resolucion suficiente para poder inferir
cémo ocurre el acoplamiento entre receptores mediado por calcio es clave. Dependiendo
del ntmero de receptores o cimulos que participan de un mismo evento de liberacion,
las senales de Ca’t mediadas por RIP3s permanecen localizadas o se transforman en
ondas que viajan entre cimulos, abarcando, eventualmente toda la célula. Las senales
localizadas (elementales) mediadas por RIPss son llamadas blips o puffs segin haya uno
o varios RIP3s de un cimulo simultaneamente abiertos. A través del CICR, los puffs de
Ca?* constituyen los ladrillos fundamentales de las sefiales méas globales. La variedad de
las senales que pueden surgir entonces dependen de la inter-relaciéon entre la cinética y
arreglo espacial de los canales, el nivel de Ca?? citosélico, la tasa de liberacién de Ca?t y
de los mecanismos que lo atrapan o remueven. El objetivo de la Tesis es develar algunas

de las propiedades de estos mecanismos y estudiar cémo se afectan unos a otros.

En esta tesis combinamos experimentos, su andlisis y el desarrollo de modelos ma-

tematicos para obtener un descripcién detallada de los distintos aspectos que moldean el
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acoplamiento entre eventos de Ca?T elementales. Esto es particularmente importante da-
do que el proceso desde senales locales a globales (o spikes) es clave para la determinacién
de los intervalos de tiempo entre spikes. Se cree que la informacién estd codificada en la
frecuencia de estos spikes. Por lo tanto, nuestro objeto de estudio esta directamente im-
plicado en la habilidad del Ca?* de transmitir el mensaje que transporta. Para estudiar
sefiales de Ca?* mediadas por RIPss experimentalmente, usamos el ovocito de Xenopus
laevis como sistema modelo. Este es un modelo conveniente, entre otras cosas, porque
el Ca?t es liberado desde el RE exclusivamente a través de RIPss. Los experimentos
involucraron la observacién de sefiales de Ca?t usando diferentes indicadores de Ca’*t
fluorescentes (citosélicos y luminal), buffers exégenos e IP3 enjaulado que fue fotolibera-
do dentro de las células para inducir la apertura de los RIP3s. Para monitorear cambios
en la fluorescencia, usamos microscopia confocal multiespectral y microscopia wide-field.
Para el modelado usamos descripciones estocédsticas y deterministas dependiendo de los

aspectos que intentamos describir.

En primer lugar investigamos el tamafio de los eventos de Ca?* observados en ovo-
citos inmaduros de Xenopus laevis. La distribucion de amplitudes de puffs obtenida
no fue gaussiana sino que habia una notable fraccion de eventos de gran tamano. La
distribucién de areas de puffs mostraba una cola larga y podia ser ajustada con una
relacion tipo ley de potencias. Este comportamiento tipo ley de potencias se encontrd
también dentro de un modelo simple que incluia acoplamiento entre senales individuales
para un amplio rango de valores de los parametros. Un anélisis del modelo mostré que
una elevacién global de la concentraciéon de Ca?t era muy importante para determinar
si la distribucién de tamano de eventos tenia o no cola larga. Esto nos sugirié que la
remocién del Ca®t del citosol es clave para determinar el tipo de sefiales que podian
surgir. Determinamos que cuando el Ca?* no es removido del citosol a una tasa lo sufi-
cientemente alta, la transicién del RIPs; de un estado inhibido a un estado activo lleva
a una liberacién inmediata de Ca?* y a la propagacién de una senal de baja intensidad.
Investigamos luego el rol del Ca?* luminal en las sefiales. Mientras que el rol del Ca?*
citosélico ha sido ampliamente estudiado, el rol del Ca?* luminal en las sefiales de Ca?*
mediadas por RIP3 no ha sido investigado con tanto detalle. Desarrollamos un protocolo
original para usar el indicador Fluo-5N AM en ovocitos de Xenopus laevis. Este indi-
cador de Ca’?* habia sido usado para sensar Ca?t luminal en otros tipos celulares pero
nunca habia sido usado en ovocitos. Combinando el uso del Fluo-5N AM y el de un indi-
cador de Ca%* citosdlico cuya emisién ocurre a una longitud de onda diferente (Rhod-2)
seguimos la dindmica del Ca?* luminal y del Ca?* citosélico en simultdneo durante las
senales. A partir del andlisis de estas observaciones, cuantificamos las tasas de liberacion
y de recaptura del Ca’t al lumen. Determinamos que la liberacién de Ca* en el citosol

a través de RIP3s abiertos no podia explicar por si misma la dindmica observada en
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el lumen. Concluimos entonces que existe una fuente virtualmente inagotable de Ca?*
libre luminal que atribuimos a los buffers de Ca?* luminal que muy rapidamente com-
pensan la deplecién de CaT local que la liberacién puede eventualmente producir. Esto
es diferente al comportamiento observado durante la liberacién de Ca?t desde el reticu-
lo sarcoplasmatico (RS) en miocitos. Atribuimos esta diferencia a la diferencia entre el
cociente entre el drea y el volumen en ambos tipos celulares. Por lo tanto, concluimos
que la geometria no solamente determina la propagacion de senales intracelulares de
Ca®t desde el lado citosélico sino también desde su contraparte luminal. Realizamos
también experimentos para estudiar y comparar la dindmica espacio-temporal del Ca?*
luminal y citosdlico. Para este fin, usamos nuevamente Fluo-5N y Rhod-2 para observar
el comportamiento del Ca?t en ambos reservorios simultdneamente durante una libe-
racion de IP3; prolongada en diferentes regiones. Estos experimentos nos permitieron
explorar el acoplamiento entre regiones distantes en cada reservorio. Su analisis sugiere
que el Ca?T citosélico provee el mecanismo de inhibicién necesario para terminar las
senales. De esta forma, el Ca?* citosélico parece ser el principal mecanismo de acopla-
miento entre RIP3s tanto para la propagacion inicial de las seniales como para el tiempo
que tardan los canales en recuperarse y permitir que pueda generarse una nueva onda
global. Para estudiar el acoplamiento entre canales entre ctiimulos distintos, trabajamos
finalmente en un set-up alternativo para observar sefiales de Ca?* con alta resolucién
temporal y espacial. A pesar de que el microscopio confocal provee seccionado 6ptico y
alto contraste, el escaneo de la muestra en esta técnica impone una desventaja temporal.
Usando un microscopio wide-field, iluminacién LED y una camara EMCCD obtuvimos
una resolucién axial de aproximadamente 1 micrén. Usamos este set-up para observar
sefiales de Ca?t mediadas por RIP3s y obtuvimos imagenes 2D con resolucién temporal
similar a la de las imdgenes confocales en modo line-scan (unidimensionales). Este set-up
abre la posibilidad de aplicar herramientas de analisis de super-resoluciéon a los puffs de
Ca?T en ovocitos. Este método puede ser usado para detectar sefiales de Ca?t en 2D
con alta resolucién temporal y por lo tanto para estudiar el acoplamiento entre unidades

de liberacién dentro del cimulo o entre cimulos distantes.

Palabras claves: senales de Ca?t intracelulares, receptores de IP3 Ca?t luminal,

dindmica espacio-temporal, microscopia confocal, microscopia wide-field.
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High resolution tmaging of intracellular
calcium signals

The calcium ion (Ca?*) is used by virtually all cell types to signal processes as
diverse as fertilization, neuronal communication, muscle contraction and cell death. The
versatility of this messenger relies on the variety of spatio-temporal patterns that the in-
tracellular Ca?* concentration can display. Inside cells, free cytosolic Ca?" is kept at very
low concentrations. The signals then involve Ca?T entry from the extracellular medium
or Ca?t release from internal stores. Among the latter, Ca?* release from the endoplas-
mic reticulum (ER) through inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) receptors (RIP3s) plays a
major role. These receptors are organized in clusters on the ER membrane and become
open upon the binding of IP3 and Ca?t. Cytosolic Ca?t plays a dual role on IP3Rs
leading to their opening at moderate concentrations and to their inhibition at very large
ones. Therefore, Ca®* released through one open I P3R can induce the opening of neigh-
boring ones, a mechanism that is known as Calcium Induced Calcium Release (CICR). In
most cell types I P3R-clusters are separated by a few microns. The intra-cluster organi-
zation is not fully known, although supposedly it could vary between situations in which
IP;Rs are tightly packed and others with larger inter-channel separations. Given that
the characteristics of the resulting signals depend on CICR, the I Ps R spatial distribution
plays a major role. The acquisition of high enough resolution images to infer how the
Ca?T-mediated coupling between IP3Rs occurs is thus very important. Depending on
the number of receptors or clusters that are involved in a release event, I P3R-mediated
Ca?T signals can remain localized or become waves that propagate between clusters
and, eventually, throughout the cell. Local (elementary) IP3;R-mediated Ca?* signals
are called blips or puffs based on whether there is only one or several simultaneously
open IP3Rs. Ca?t puffs are the building blocks of global signals via CICR. The variety
of signals that can arise in one cell type then depends on the interplay between the
kinetics and spatial arrangement of the channels, the cytosolic Ca?T level, the rate of
Ca?T release and the Ca?T-trapping or removing mechanisms at work. The aim of the

Thesis is to unveil some of the properties of these mechanisms and of their interplay.

In this Thesis we have combined experiments, their analysis and the development of
mathematical models to obtain a detailed description of different aspects that shape the
coupling between elementary Ca?* release events. This is particularly important given
that the process from local to global signals (or spikes) is key for the determination of
the inter-spike time intervals. It is believed that information is encoded in the frequency

of these spikes. Thus, our object of study is directly implicated on the ability of Ca?* to



convey the message it transports. To study I P3R-mediated Ca?* signals experimentally,
we used the Xenopus laevis oocyte as model system. This is an advantageous model,
among other things, because Ca?* is released from the ER exclusively through IP3Rs.
The experiments involved the observation of the Ca?* signals using different fluores-
cent Ca?* dyes (both cytosolic and luminal), exogenous buffers and caged-IP3 that was
photo-released inside the cells to induce the I PsR openings. To monitor changes in the
fluorescence, we used multispectral confocal microscopy and wide-field microscopy. For
the modeling we used both stochastic and deterministic descriptions depending on the

aspects that we tried to describe.

We first investigated the size of Ca?* release events observed in immature Xeno-
pus laevis oocytes. The puff amplitude distribution obtained was not Gaussian with
a noticeable fraction of large size events. The puff area distribution displayed a long
tail and could be fitted with a power law relationship. This power law behavior was
also encountered within a simple model that included some coupling among individual
signals for a wide range of parameter values. An analysis of the model showed that a
global elevation of the Ca?t concentration plays a major role in determining whether
the event size distribution is long-tailed or not. This suggested that Ca?Tclearing from
the cytosol is key to determine the kind of signals that can arise. We determined that
when Ca?* is not removed from the cytosol at a sufficiently high rate, the transition
from the inhibited to the active state of an I P3R leads to the immediate release of Ca?t
and to the propagation of a low intensity signal. We then studied the role of luminal
Ca’T on the signals. While the role of cytosolic Ca?T had been studied at large, the role
of luminal Ca?* on IP;R-mediated Ca?*t signals had not been investigated with that
much detail. We developed an original protocol to use Fluo-5N AM in Xenopus laevis
oocytes. This Ca?t dye had been used to monitor luminal Ca?* in other cell types but
had never been used in oocytes. Combining the use of Fluo-5N AM and of a cytosolic
Ca?t dye which fluorescence peaks at a different wavelength (Rhod-2) we monitored
the dynamics of luminal and cytosolic Ca?* simultaneously during signals. From the
analysis of these observations we quantified the rates of Ca?t release and re-uptake in
the lumen. We determined that the release of Ca? into the cytosol through open I P3;Rs
could not account by itself for the dynamics observed in the lumen. We then concluded
that there is an almost inexhaustible source of free luminal Ca?* which we attribute to
luminal Ca?* buffers that very fast replenish the local Ca?t depletion that the release
can eventually produce. This is dissimilar to the behavior observed during the release
of Ca?* from the sarcoplasmic reticulum (SR) in myocytes. We attributed this diffe-
rence to the different volume to area ratio in both cell types. Thus, we then concluded
that geometry not only shapes the propagation of intracellular Ca?* signals from the

cytosolic side but also from its luminal counterpart. We also performed experiments to
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study and compare the spatio-temporal dynamics of luminal and cytosolic Ca?*. To this
end, we again used Fluo-5N AM and Rhod-2 to observe the behavior of Ca?t in both
reservoirs simultaneously during sustained IP3 photo-release in different regions. These
experiments allowed us to explore the coupling between distant regions in each reservoir.
Their analysis suggests that cytosolic Ca?* provides the inhibitory mechanism needed to
terminate the signals. In this way, cytosolic Ca?t seems to be the main IP3R-coupling
mechanism both for the initial propagation of the signals and for the time it takes for
the channels to recover and allow a new global wave to be elicited. In order to study
the inter-channel coupling at the inter-cluster level, we finally worked on an alternative
set-up to observe Ca’T signals with high temporal and spatial resolution. While the
confocal microscope provides optical sectioning and high contrast, the scanning of the
sample needed in this technique imposes a temporal disadvantage. Using a wide-field
microscope, LED illumination and an EMCCD camera we obtained an axial resolution
of approximately 1 micron. We used this set-up to observe IP3R-mediated Ca?* sig-
nals obtaining two-dimensional images of similar temporal resolution as line-scan (e.g.,
one dimensional) confocal images. The set-up then opens up the possibility of applying
super-resolution analyses tools to Ca?t puffs in oocytes. This method can be used to
detect Ca?* signals in 2D with high temporal resolution and therefore to study coupling

between release units within the cluster and between distant clusters.

Keywords: intracellular Ca?* signals, IP3 receptors, luminal Ca?*, spatio-temporal

dynamics, confocal microscopy, wide-field microscopy.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Un mecanismo universal de senalizacion

Se dice que el calcio (Ca?T) es una senal de vida y muerte ya que estd involucra-
do en procesos extremadamente diversos como los que se disparan al inicio y al final
de la vida de las células [I]. El Ca?* actiia como mensajero a nivel intracelular e in-
tercelular garantizando la comunicacién de las células con el medio que las rodea. Las
células utilizan los cambios en la concentracién de Ca?t como sefiales. Este mecanismo
de senalizacion es responsable de la regulacién de procesos muy distintos: contraccion
muscular [2], secrecién de vesiculas de neurotransmisor durante una sinapsis [3] y secre-
cién de insulina [4] entre muchos otros. Para disparar procesos tan diversos, el mecanismo
de sefializacion de Ca?* de una célula debe ser versétil [5, 6]. Esto significa que la célula
puede generar e interpretar mensajes codificados en sefiales de Ca?t que abarcan escalas

espacio-temporales variadas dependiendo del proceso.

Las senales intracelulares de Ca?*, en particular, son eventos transitorios durante los
cuales la concentracién citosélica de Ca?T se eleva. Estos eventos pueden durar desde
algunos milisegundos [7] hasta varios minutos en el caso de ondas repetitivas que se
propagan a través de la célula [§]. Se sabe que niveles elevados de Ca?* en el citosol
pueden ser téxicos y hasta disparar la muerte celular programada o apoptosis [9]. Es
por este motivo que la célula posee distintos mecanismos para controlar el nivel de Ca?*
citosélico y mantenerlo a concentraciones relativamente bajas. Esto también explica por
qué las elevaciones intracelulares de Ca?" suelen aparecer en forma de pulsos y no como
elevaciones prolongadas. Es por lo tanto muy relevante estudiar la dindmica del Ca?*
intracelular tanto desde lo experimental como desde el modelado. Para entender cémo
se generan estas senales y qué factores las moldean en espacio y tiempo es importante

analizar los componentes que actian a nivel intracelular en la regulacién del Ca?™.
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1.2. Dinamica del Ca2" intracelular

El Ca?* puede ingresar al citosol desde el medio extracelular a través de canales
que se encuentran anclados en la membrana plasmética (MP) o puede ser liberado
desde organelas intracelulares que funcionan como reservorios de Ca?*. La liberacién
de Ca?" desde reservorios internos como el reticulo endoplasmético (RE) o el reticulo
sarcoplasméatico (RS) en el caso de células musculares es una caracteristica universal de
las senales de Ca?* [10]. Esta liberacién estd principalmente mediada por dos grandes
familias de canales: los receptores de rianodina (o RRis) y los receptores de inositol
(1,4,5)-trifosfato (o receptores de IP3). Cuando estos receptores se abren, el Ca?* fluye
desde el RE (o el RS) al citosol a favor de su gradiente puesto que en el RE (y en el
RS) las concentraciones de Ca?* pueden ser del orden del micromolar hasta el milimolar

mientras que en el citosol las concentraciones de Ca** son del orden del nanomolar [11].

Existen también distintos mecanismos de remocién del Ca?* del citosol. Los canales
en la MP como las bombas en las membranas de los reservorios intracelulares se encargan
de sacar el Ca?t del citosol garantizando asi que la concentracién de Ca?* citosélica
vuelva a su nivel basal. El mecanismo mas rapido de disminucién de la concentracién
de Ca?* citosélica es la interaccién con buffers, tipicamente, protefnas, que pegan y
despegan los iones modificando su concentracién libre. La dindmica del Ca?* intracelular
comprende por lo tanto el transporte a través de la MP (desde el medio extracelular), la
liberacién y el reingreso del Ca?T desde los reservorios internos y la interaccién con los
distintos buffers. Se sintetizan en el esquema de la Fig. los principales mecanismos

de ingreso y remocién de Ca?t en una célula.

.. J-
* Caz* M@

o &AD

Mitocondria

Figura 1.1: Principales elementos involucrados en el mecanismo de senalizacion de

Ca?*. Mecanismos de entrada de Ca®*: desde los reservorios intracelulares como el RE

(0 SR) o la mitocondria o abriendo canales de Ca?* de la MP. Mecanismos de remocién:

bombas o intercambiadores de la membrana plasméatica (PMCA, Na*-Ca?") o bombas
de los reservorios (SERCA).
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En esta tesis se investigaron distintos aspectos de la liberacién intracelular de Ca?*
mediada por los receptores de IP3 (RIP3s). Los RIP3s constituyen el blanco citosélico
primario para el inicio de las sefiales intracelulares de Ca?* [12]. Su estudio, por lo tanto
es de gran interés. Se describen a continuacién las caracteristicas principales de estos
receptores. Se presentan luego los distintos factores que afectan la liberaciéon de Ca?*

mediada por RIP3s y cémo esto da lugar a una gran variedad de patrones de liberacién.

1.2.1. El receptor de IP;

El receptor de IP3 (o RIP3) es un canal intracelular de liberacién de Ca’*. La
apertura del canal es un proceso estocdstico, por lo que se habla de probabilidad de
apertura del RIP3 [I3]. Se sabe que el IP3, ligando fisiolégico del RIP3, tiene un efecto
de activacién sobre el receptor. Como se puede ver en el grafico de la Fig. A (obtenido
por los autores de [I4]) la probabilidad de apertura del canal, Py, aumenta hasta una

saturacion al aumentar la concentracion de IPs.

Se descubrié que el Ca?t citosélico es también un regulador de la cinética del
RIP3 [15]. Se muestra en la Fig. B el grafico experimental obtenido por los autores
de [16] para Py al aumentar la concentracién de Ca?* para distintas concentraciones de
IP3. En presencia de bajas concentraciones de Ca?* citosélico, aumenta la probabilidad

de apertura del canal mientras que para concentraciones altas disminuye.

A E P Ky P 0.81
E O 180uM ~42uM Koo = 2100M
] —— 1M 54uM Hem
i ~@- 100nM  59uM =19
—A— 330M 9.5uM v, [Hin =39
1 E .- 200M  210nM \
o E —»— 10nM
o 4
0.1 A
0.01 T T T T T T 0.0 f —
10 nM 1uM 100 pM
0.01 0.1 1 10 100 2
+
[1P5] [Ca“™]

Figura 1.2: Probabilidad de apertura del RIP3. A: Al variar la concentracién de IPs.
B: En funcién de la concentracién de Ca?* citosélico para distintas concentraciones de
IPs.

Los RIP3s se encuentran sobre la membrana del RE pero su distribucién no es
homogénea. Se sabe que los receptores estdn densamente empaquetados en cimulos [17].
Estos cimulos contienen aproximadamente entre 20 y 30 receptores cada uno. Si bien la

distribucion de cumulos es aleatoria se ha estimado una distancia media entre ctiimulos
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de algunos micrones [I8]. Se estima que los cimulos de receptores de IP3 tienen un
tamano de alrededor de 500 nm de lado [19].

1.2.2. Influencia del Ca2* citosdlico

Como ya se menciond, el propio Ca?* citosélico modula la liberacién a través de
los RIP3s. En presencia de IP3, la probabilidad de apertura del RIPs es modulada por
el Ca?t citosdlico. Bajas concentraciones de Ca?T citosélico causan la activacién del
RIP3s mientras que concentraciones altas causan su inhibicién. Esta regulacion bifasica
por parte del CaT citosélico sugiere que existen al menos dos sitios de unién para el
Ca?* citosélico en el receptor, uno, de mayor afinidad, que induce la apertura del canal

y otro, de menor, que induce su cierre como se ha propuesto en [20)].

Cuando se abre un RIP3, el Ca?* liberado puede difundir hacia los canales vecinos
e inducir la apertura de los receptores con IP3 pegado. Este proceso auto-amplificativo
se conoce como liberacién de Ca?* inducida por Ca?* [21] (CICR del inglés Calcium
Induced Calcium Release). Para que este acoplamiento entre canales y eventualmente
entre cimulos de canales ocurra, el Ca?T debe poder difundir entre ellos. En el citosol,
sin embargo, se sabe que la mayoria del Ca?* no se encuentra libre sino que esta ligado
a grandes proteinas moéviles o inmdéviles. Estos compuestos se conocen como buffers
de Ca?t y representan la forma mds rapida de reducir la concentracién de Ca’t en
el citosol [22]. Distintos buffers atrapan Ca?* con diferentes afinidades y cinéticas. La
presencia de estos buffers afecta por lo tanto las escalas temporales y las distancias a

las que puede difundir libremente el Ca?t antes de ser capturado.

1.2.3. Influencia del Ca2* luminal

El RE es el principal reservorio de Ca?* en la mayoria de las células. Se denomina
lumen del RE a su espacio interno y por ende, Ca?t luminal al Ca?* contenido en este
reservorio. Dentro del RE la concentracién de Ca’t es alta, desde las decenas de uM
hasta el mM. Esta alta concentracién de Ca?t luminal es necesaria para poder tener
liberaciones de Ca?* ripidas. Se sabe que gran parte del Ca?t luminal no se encuentra
libre dentro del RE sino que esta ligado a buffers luminales como la calsecuestrina en el
caso de células musculares y la calreticulina en células no musculares [I1]. En las células
musculares, se cree que la rapida disociacién del Ca?* de la calsecuestrina (buffer luminal
de baja afinidad, Kp = 1mM) probablemente previene grandes depleciones del Ca?*
luminal que podrian frenar el proceso de liberaciéon de Ca?*. Los buffers luminales no

sélo almacenan Ca’T sino que también afectan sus propiedades difusivas.
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Mientras que la influencia del Ca?* citosélico sobre el receptor de IP3 fue amplia-
mente estudiada, la influencia que tiene el Ca?t luminal sobre este receptor sigue siendo
incierta. Existen modelos del receptor de IP3 que proponen la existencia de un sitio de
ligadura para el Ca?t luminal [23], es decir, del lado de adentro de la membrana del
RE. Estos modelos tienen en cuenta la concentracién de Ca?* luminal y citosélica para
calcular la probabilidad de apertura del canal. En [24], se formula un modelo que acopla

las dindmicas del Ca?* citosélico y luminal con las de la apertura estocéstica del canal.

La liberacién de Ca?t desde el RE no solo aumenta la concentracién de Ca?*
citosélico sino que también genera un microdominio luminal en donde la concentracion
de Ca?* podria verse disminuida (una deplecién local) dependiendo de la relacién entre
las tasas de remocién y de reposicién local del Ca?* luminal. Esto podria ocasionar
entonces, una disminucion en la fuerza electro-quimica que impulsa al ion desde el lumen
del reticulo al citosol y una correspondiente disminucién en el flujo de Ca?t a través
del canal. Otro proceso que puede influenciar la dindmica de liberacién de Ca?* es la
velocidad a la que se recupera el nivel de Ca?* en el lumen luego de un vaciamiento.
Los autores de [24] proponen en base a sus simulaciones que el vaciamiento de Ca?t en
regiones espacialmente localizadas del RE asociadas con receptores de IP3 puede ser uno
de los mecanismos de terminacién de los puffs. En [25] se habla también de un sitio para
Ca?T luminal en el RIP3 y se apoya la idea de que cambios en la concentracién de Ca?*
luminal afectan la dindmica del receptor. La dindmica de vaciamiento del Ca?* luminal

podria tener entonces influencia significativa en la apertura estocdstica de los canales.

1.3. Distintos tipos de senales

El comportamiento dual del RIP3 respecto del Ca®* citosélico junto con la distribu-
cién espacial de los RIP3s y las propiedades difusivas del citosol dan origen a una gran
variedad posible de sefiales intracelulares de Ca?t mediadas por RIP3s. Se habla de un
continuo de sefiales de Ca?t mediadas por RIP3s [26]. Se pueden clasificar las sefiales
por su tamano es decir, por la cantidad de RIP3s involucrados durante una liberacién.
Si se abre un tnico RIP3 o si se abren unos pocos RIP3s dentro de un tinico cimulo, la
liberacién de Ca?*tsera breve y muy localizada, por lo que se considera como un evento
elemental de sefializacién. Si, en cambio, se libera Ca?t desde muchos ctimulos que son

reclutados progresivamente se puede tener una sefial més global de Ca?™.
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1.3.1. Eventos elementales

Cuando un RIPj3 se abre, se forma un microdominio en donde la concentracién de
Ca’T es muy alta durante un lapso de tiempo ya que luego de que el canal se cierra, este
microdominio se disipa rapidamente por difusion. Estos eventos unitarios representan los
bloques fundamentales de la sefializacion de Ca?*. Esta apertura unitaria (denominada
blip de Ca®*t) puede ocasionar a su vez la apertura de otros canales dentro del mismo
cumulo a través del mecanismo de CICR. A este tipo de eventos localizados que pueden
involucrar la apertura de més de un RIP3 dentro de un ctimulo se los conoce como puffs
de Ca?* [21]. Un puff permanece localizado si los ctimulos vecinos son lo suficientemente
insensibles como para responder al Ca?* difundiendo entre los ctimulos o si el Ca?* no
llega a difundir a estos vecinos. Los puffs muestran por lo tanto una gran variabilidad
ya que, seguin la cantidad de RIP3s que se activen, pueden tener mas amplitud espacial
y temporal. Existen eventos andlogos a los puffs donde el Ca?* es liberado a través de

los RRis llamados sparks [7].

1.3.2. Eventos globales

Las senales globales de Ca?* surgen de la suma y coordinacién de eventos elemen-
tales. Para que los sitios de liberacién de eventos elementales de Ca?* puedan producir
respuestas globales, los canales individuales deben comunicarse entre ellos. Un evento
global puede regenerarse dando asf origen a ondas repetitivas de Ca?*. El Ca?* libera-
do en el sitio iniciador puede difundir a los RIP3s en clusters vecinos e ir activandolos
progresivamente si no estan inhibidos. De esta forma los eventos elementales pueden
cooperar para generar un onda de Ca?t que puede viajar a través de la célula. Las
ondas aparecen como elevaciones de la concentraciéon de Ca?* intracelular que abarcan
toda la célula. La relacién entre el volumen de la célula y la longitud de onda deter-
minard si se establecen patrones espaciales. Si las ondas ocurren de forma periddica, se
generaran oscilaciones globales de la concentracién intracelular de Ca?t. Se han obser-
vado distintos patrones para estas oscilaciones como por ejemplo ondas planas, ondas

espirales y ondas tipo“target” [27].

1.3.3. Estocasticidad y acoplamiento

Un RIP3 se abre y se cierra de forma aleatoria. Este comportamiento estocéstico
se manifiesta en la existencia de eventos de liberacién espontineos a través de un tinico
canal o de varios canales dentro de un cimulo como los blips y los puffs. Como ya se

mencioné, el Ca?t funciona como estimulo de su propia liberacién ya que a medida que es
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liberado desde los RIP3s puede inducir la apertura de RIP3s vecinos dentro del mismo
cimulo o en cimulos distantes. La influencia dual del Ca?t citosélico sobre el RIP3
junto con la organizacién espacial en cimulos de los RIP3s son factores cruciales para
establecer los patrones de liberacién de Cat que se pueden generar a partir de un evento
elemental [28]. Si la concentracién de IP3 es baja, las unidades de liberacién individuales
funcionan de forma auténoma ya que los receptores necesitan tener IP3 ligado para ser
activados por Ca?*. En este caso, los eventos de liberacién permaneceran localizados [21,
26]. A altas concentraciones de IP3, los receptores pueden acoplarse por CICR a partir
de una liberacién inicial elemental. De esta forma, el citosol se convierte en un medio
excitable en el cual pueden propagarse ondas de Ca’t a partir de un evento inicial
localizado gracias al CICR [I8, 29]. Se ilustra este proceso en el esquema de la Fig. (1.3
en donde se muestra como cambia el tipo de evento que puede ocurrir dependiendo del
nivel de IP3. A baja concentracién de IP3, pocos receptores estan activados (en color
verde en el esquema) y pueden ocurrir blips, es muy poco probable el acoplamiento
intra-cimulo como se muestra en el panel superior de la Fig. Si varios RIP3s en un
mismo cimulo estan activados se pueden tener puffs. Al aumentar la concentracién de
IP3, se acoplan sitios en distintos ciimulos y la liberacién a través de un ctimulo puede
propagarse a ctimulos vecinos y generar asi una onda de Ca?* como se ve en el panel
inferior de la Fig. [[.3]

Baja [IP3]

Blip o’

E

Intermedia [IP3]

Figura 1.3: Influencia de los niveles de IP3 en la CICR. A baja [IP3] los canales

funcionan desacoplados (panel superior), a [IP3] media se observa CICR a nivel intra-

cimulo (panel medio) y a [IP3] alta existe acoplamiento entre ciimulos (panel inferior).
Se indican en verde los RIP3s activados que pueden abrirse.
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Por otro lado, se sabe que demasiado Ca?*t en el citosol puede inhibir a los canales
evitando la propagacién de una sefial. Una vez que la onda se esparcio por el citoplasma,
la liberacién se detiene y el Ca?T debe ser rdpidamente removido por dos mecanismos:

extrusién de la célula o re-absorcién en los reservorios de Ca2t intracelulares.

1.3.4. Codificacién en frecuencia

Frente a un estimulo continuo las seniales intracelulares globales que involucran la
liberacién de Ca?t desde el RE a través de RIP3s pueden repetirse periédicamente. Si
sélo se presta atencién a la dependencia temporal de la concentracién citosélica pro-
mediada sobre toda la célula, estas repeticiones se manifiestan como trenes de pulsos.
Este tipo de oscilaciones de Ca?t estd presente en numerosos tipos celulares y proveen
un modo eficiente de transmitir informacién [I]. Su frecuencia puede variar entre las
decenas de Hz en neuronas y las decenas de mHZ en células no excitables [30]. En varias
ocasiones la frecuencia es proporcional a la intensidad del estimulo [31]. Justamente, se
supone que hay informacién contenida en la frecuencia. La decodificacion de esta in-
formacién es realizada por enzimas que pueden pegar Ca?t en miiltiples sitios como la
Ca?*-calmodulina kinasa II (CaMKII) [32]. En muchas células, sin embargo, los trenes
de pulsos de Ca?*t tienen un alto componente estocastico [33]. Esto es asf dado que los
pulsos surgen a partir de la nucleacién de ondas [34]. ;Cémo hacen las células entonces
para decodificar de modo reproducible los estimulos externos codificados en el “periodo”
de los pulsos? Esta pregunta dio lugar a varios trabajos que investigaron la estocasti-
cidad de los trenes de pulsos [34], [35]. En particular en [34] encontraron que el tiempo
entre pulsos tiene una componente estocdstica que es responsable del 75 % del desvio
respecto del valor medio y una componente determinista responsable del otro 25 %. Esto
se refleja en que la relacién entre el desvio standard y el valor medio es una funcién
lineal de pendiente menor a 1. De acuerdo a los autores esto es lo que permite poder
codificar informacién en frecuencia. La pendiente y, por lo tanto, el contenido de infor-
macién que puede transmitir la secuencia de pulsos, depende de la tasa de recuperacién
global: luego de un pulso debe pasar un tiempo minimo para que la célula se “recupere”
y pueda ocurrir una nueva sefial global. ;Cudl es el mecanismo que mas influye sobre
este tiempo de recuperacién? En [35] se proponen el vaciamiento del RE, la degradacién
del IP3 y la fosforilacién de los RIP3s como posibles candidatos a regular dicho tiempo.

Las investigaciones que se presentan en esta tesis ayudan a contestar esta pregunta.
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1.4. Observacién experimental de senales de Ca’" media-
das por RIP;3s

Si bien se sabe que las sefales de Ca?t mediadas por RIP3s en las células ocurren
en respuesta a estimulos externos, este proceso puede ser lento y no se tiene un control
preciso de su inicio. Para estudiar experimentalmente las sefiales de Ca?t mediadas por
RIP3s es necesario poder evocar de forma controlada las senales. Una forma de hacer
esto es provocar la apertura de los RIPss liberando IP3 enjaulado en el interior de la
célula. Por otro lado, para detectar variaciones en la concentracién intracelular de Ca?*
se pueden utilizar indicadores fluorescentes de Ca?* y microscopia 6ptica. Se describen
a continuacién los principios basicos de esta técnica para evocar y detectar senales y las

células en las cuales se aplicé: los ovocitos de Xenopus laevis.

1.4.1. El ovocito de Xenopus laevis como célula modelo

Se han utilizado distintos tipos celulares para estudiar las sefiales de Ca®t: mioci-
tos [30], células HeLa [37], ovocitos de Xenopus laevis [38] entre otras. Los ovocitos de
Xenopus laevis presentan dos caracteristicas que los hacen particularmente apropiados
para el estudio de las senales de Ca’t mediadas por RIP3s: su tamafo y la especificidad
de sus canales de Ca?* intracelulares. Al ser células grandes (hasta 1.3 mm de didmetro
y 1 uL de volumen), como se puede ver en la fotografia de la Fig. su manipula-
cién experimental es sencilla. Los ovocitos tienen ademés la particularidad de que la
liberacién intracelular de Ca?* se produce exclusivamente a través de receptores de IP3
mientras que en otras células, esta liberacién se produce también a través de RRis. Los
ovocitos son, por lo tanto, un sistema ideal para estudiar senales de Ca?T mediadas por
RIP3s [26, 18, 25].

Figura 1.4: Fotografia de ovocitos de Xenopus laevis y zoom de algunos ovocitos con
escala.
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Como se puede ver en las fotograffas de la Fig. [[.4] los ovocitos son células pola-
rizadas que presentan un hemisferio animal (mds oscuro pues concentra la mayoria de
los granulos de pigmento) y un hemisferio vegetal. La polarizacién no solo se traduce en
el aspecto exterior sino también en la morfologia interna de la célula. Se ha mostrado
que la mayoria del RE y por lo tanto de los RIP3s estan concentrados en el hemisferio

animal [39].

1.4.2. Indicadores fluorescentes

Los indicadores fluorescentes (o fluoréforos) son moléculas que pueden ser excita-
das a estados energéticos superiores absorbiendo energia en forma de luz y que luego
decaen a su estado fundamental emitiendo luz de una longitud de onda superior a la luz
absorbida. Todos los indicadores estan caracterizados por su espectro de excitacién y su
espectro de emisién. Ambos espectros presentan picos que corresponden a la méxima
absorcion y la méxima emisién del fluoréforo. Existen indicadores especificos que sirven
para marcar Cat dentro de las células y seguir su dindmica. Estos fluoréforos de Ca?*
se pueden clasificar en dos grandes categorias: las proteinas fluorescentes genéticamente
codificadas y los indicadores quimicos. En esta tesis se trabajé con indicadores quimi-
cos que fueron disefiados para la investigacién del Ca?* en el citosol y en las distintas
organelas celulares [40]. Los indicadores quimicos de Ca?* estén construidos a partir de
buffers de Ca?* modificados para aumentar considerablemente su fluroescencia al ligar
Ca?*. Como toda reaccién quimica, la reaccién entre el indicador y el Ca?T tiene una

cinética que puede modelarse con la Eq.

ko

[Ca®*] + [Ind] < [Calnd] (1.1)
kon

Kq = koff/kon (12)

La constante de disociacién Ky describe cudn fuertemente se liga un indicador a un ion
de Ca’t. La K, tiene unidades de molar y corresponde a la concentracién a la cual la
mitad de las moléculas del indicador estdn ligadas a Ca?T en el equilibrio [40]. Segiin
cual sea el valor de la [Ca?"] que se quiera medir, se deberd elegir el indicador con la

K, adecuada.

1.4.3. Microscopia de fluorescencia

Para excitar al indicador y adquirir su emision se utiliza un microscopio de fluores-

cencia. En estos microscopios, la luz procedente de la fuente (en general una ldmpara de
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mercurio o xenén), atraviesa un primer filtro (filtro de excitacién) que selecciona la lon-
gitud de onda necesaria para excitar al fluoréforo antes de incidir sobre la muestra. Esta
luz se refleja en un espejo dicroico e incide sobre la muestra, excitando al fluoréforo. La
luz emitida por el fluoréforo atraviesa el espejo dicroico y llega a un segundo filtro (filtro
de emisién) que selecciona la longitud de onda de emisién del fluoréforo. Finalmente,
la luz ingresa a un detector (fotomultiplicador) que la convierte en una senal eléctrica.
Los filtros de excitacién y emision y el espejo dicroico suelen estar dentro de un cubo
armado especificamente para el fluoréforo que se quiere usar. El microscopio se puede
adaptar a distintos fluoréforos cambiando por lo tanto el cubo. En la Fig. [I.5] se muestra

un esquema de un microscopio de fluorescencia bésico.

Luz de excitacion
iluminacion -

Filtro de

) excitacion ™
Espejo
dicroico

Fuente Filtro
de luz de emision

Luz de excitacion
observacion

Figura 1.5: Esquema ilustrando los principios de la microscopia de epifluorescencia.

Entre las distintas técnicas de microscopia de fluorescencia disponible, la microso-
copia laser confocal ha sido la mas utilizada para la observacién de senales intracelulares
de Ca?* en ovocitos [I8, 29]. La microscopfa confocal permite eliminar la luz procedente
de los planos fuera de foco ganando asi resolucién axial. Para ello, se enfoca el haz del
laser en la muestra para excitar la fluorescencia. Se colecta luego la emisién que proviene
del plano focal, eliminando los haces de los planos inferiores y superiores con la ayuda
de un diafragma como se puede ver en el esquema de la Fig. Parte de la luz del laser
atraviesa un primer diafragma, es transmitida por un espejo dicroico y se enfoca en un
punto de la muestra con un objetivo. La senal fluorescente emitida vuelve por el mismo
camino 6ptico, es reflejada por el espejo dicroico para ser enfocada sobre un detector.
Un segundo diafragma es colocado delante del detector para eliminar las contribuciones
a la fluorescencia de zonas fuera de foco. Esta técnica presenta la posibilidad de tener
seccionado Optico en la direccion perpendicular al plano de observacién. Las ventajas

que ofrece la microscopia confocal frente a la microscopia tradicional son imégenes de
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mayor nitidez y contraste, mayor resolucién lateral y axial. En sintesis, la microscopia

confocal permite mejorar la relacién entre la sefial y el ruido al adquirir una imagen.

Si bien la microscopia confocal presenta una gran ventaja sobre la microscopia
convencional wide-field (de campo amplio) al ofrecer seccionado 6ptico, hay que tener
en cuenta que al usar como fuente de excitacién de la fluorescencia a un haz ldser
enfocado, no se puede iluminar toda la muestra a la vez. Es decir que para colectar una
imagen con un microscopio confocal hay que escanear la zona deseada con el laser y
reconstruir luego la imagen. Dependiendo de la velocidad de barrido y del tamafio de
la regién que se quiere observar, este proceso puede ser relativamente lento. Si se quiere
colectar mucha luz y poder asi reconstruir con mayor resolucién una imagen, se fijara
una velocidad de barrido lenta. Si en cambio se quiere estudiar un proceso dindmico,
se deberd barrer mas rapido pero sacrificando informacion y aumentando el ruido. Si se
quieren caracterizar estructuras estaticas se optara por la primera opcién mientras que
se optard por la segunda si se quiere estudiar un proceso dindmico (rdpido) como las

sefiales intracelulares de Ca2*t.

Laser

Ranura o pinhole
confocal

N
-

Detector
Objetivo

Plano focal
e — — — Plano no focal

Figura 1.6: Esquema ilustrando los principios de la microscopia confocal.

El microscopio confocal ofrece distintos modos de adquisicion segiin como se quiera
escanear la muestra. Se puede colectar la fluorescencia de una misma linea a lo largo del
tiempo (modo line-scan) o se puede escanear todo un cuadro. El modo line-scan permite

obtener “imédgenes” rapidas pero sacrificando una dimensién espacial.
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1.4.4. Compuestos enjaulados

Una forma poco invasiva de generar cambios en las concentraciones de ciertas
moléculas dentro de la célula es la fotoliberacién de compuestos enjaulados [41]. Es-
ta técnica utiliza moléculas artificiales cuya actividad bioldgica puede controlarse con
un estimulo de luz particular. Esta es la causa de que en condiciones normales estos
compuestos se encuentren inactivos y luego, cuando se iluminan con luz UV por ejemplo
se activen [42]. Por otro lado, los “flashes”de fot6lisis generan estimulos controlados y
reproducibles con los cuales analizar los fenémenos fisioldgicos que dependen de rapidos
cambios de concentracién. Entre los compuestos enjaulados comercialmente disponibles
se encuentra el IP3, que ha sido muy usado en una gran variedad de experimentos de
evocacién de sefiales intracelulares de Ca?* en ovocitos [18, 26]. El IP3 enjaulado permi-
te obtener elevaciones répidas y transitorias de la [IP3] intracelular evitando el tiempo

de retraso y modulacién asociados a la produccién de IP3 nativo.

1.5. Esquema de la Tesis

En esta tesis se combinaron experimentos, su andlisis y el desarrollo de modelos
matematicos para obtener una descripcién detallada de distintos aspectos de las senales
intracelulares de Ca?T mediadas por RIP3s. Una de las caracteristicas poco estudiadas
de este mecanismo de senalizacién es su regulaciéon por parte del Ca?t contenido en el
lumen del RE. Gran parte del esfuerzo de esta tesis se centra en estudiar la dindmica del
Ca?* luminal y citosélico durante las sefiales mediadas por RIP3s. Luego de introducir
los conceptos necesarios para enmarcar los resultados de este trabajo, se presenta a
continuacion una descripcion del contenido de cada uno de los 5 capitulos que componen

los resultados principales de esta tesis.

En el Capitulo |2| se analizan las distribuciones de tamano de senales elementales
de Ca?t obtenidas experimentalmente y a partir de simulaciones de modelos simples.
Se presentan modelos que tienen en cuenta lo que ocurre a nivel de un ctimulo tnico y
entre cumulos. Se modifica finalmente el modelo de dindmica entre cimulos para tener
en cuenta la acumulacién de Ca?t que ocurre luego de cada secuencia de eventos de
liberacion. Cambiando los pardmetros del modelo se estudiaron los distintos factores que
alteran la propagacién de las sefiales. Se analizé en particular el rol del Ca?*citosélico

como “acoplador” de la liberacién desde el RE a nivel global.

Con el objetivo de investigar el rol del Ca?t luminal, se desarroll primero un
protocolo para marcar Ca’t dentro del RE en los ovocitos de Xenopus laevis. Se presenta

en el Capitulo 3| este protocolo junto con los distintos controles realizados para verificar



Capitulo 1. Introduccion 14

la hipétesis de que el indicador Fluo-5N AM sigue las variaciones del Ca?* luminal. Se
analiza también en ese capitulo el mecanismo de recaptura del Ca’t al RE luego de
una liberacién usando el indicador luminal. Se muestra adema&s que el uso conjunto del
Fluo-5N AM con otros indicadores sirve para caracterizar la geometria intracelular y

obtener estimaciones de volimenes y dreas dentro del ovocito.

En el Capitulo [d]se vuelve a utilizar el indicador luminal en conjunto con un indica-
dor citosélico para observar simultdneamente Cat luminal y citosélico durante eventos
de liberacién a través de los RIP3s. Se combinan los resultados experimentales con un
modelo simple para cuantificar los flujos de Ca?T durante los primeros instantes de la
liberacion. A partir de la interpretacién de los resultados experimentales gracias al mo-
delo, se estima que los buffers luminales constituyen un mecanismo de compensacién
de la deplecién del Ca?t luminal durante las liberaciones transformando al RE en un

reservorio practicamente inagotable de Ca?™.

En el Capitulo [5| se analiza la dindmica espacio-temporal del Ca?* luminal y ci-
tosolico durante una liberacién prolongada. Se observa el acoplamiento espacial del Ca?*
luminal durante un evento de liberacién prolongada que tiene como resultado una ho-
mogeneizacién del nivel de Ca?* dentro del RE. Se analizan también los factores que

influyen en la aparicién de spikes de Ca?* y en su frecuencia.

Ademsis de analizar el rol del Ca?T luminal y citosélico sobre la propagacién de
senales mediadas por RIPgss, se trabajo en la caracterizacion de un set-up wide-field
que permite adquirir imégenes bidimensionales de sefiales de Ca?t con alta resolucién
temporal. En el Capitulo [6] se presenta este set-up y su caracterizacién. Se muestra que
utilizando el set-up en conjunto con procesamientos de iméagenes simples se lograron
obtener imagenes de las distintas estructuras internas del ovocito. Se lograron también
evocar y detectar sefiales de Ca?* localizadas. Se propone un método para detectar de
forma automatizada estas sefiales en las imagenes que posibilita el estudio de senales
muy localizadas y eventualmente podria develar mecanismos de acoplamiento a nivel de

un unico cimulo de RIP3s asi como también entre ciimulos.
En el Capitulo[7]se sintetizan los resultados y se plantean las conclusiones generales.

En el Apéndice[A]se detallan los materiales y métodos experimentales que se utiliza-
ron. En el Apéndice [B]se describen los procesamientos generales de imédgenes aplicados.

En el Apéndice [C] se listan las abreviaturas utilizadas.



Capitulo 2

Rol del Ca?t citosdlico en la

propagacion de senales

2.1. Resumen

Las senales intracelulares de Ca?* pueden ser tanto locales (restringidas espacial-
mente) como globales (propagar a través de la célula). Diferentes modelos han estudiado
la transicién entre senales locales y globales y los factores involucrados en esta transicién.
En este capitulo se discuten estos temas dentro del marco de los modelos simples de pro-
pagacion de sefiales de Ca?t. Se analizaron para tal fin las distribuciones de tamaiio de
senales locales (o puffs) observadas en ovocitos inmaduros de Xenopus laevis. La distri-
bucién de amplitud de los puffs obtenida a partir de las senales localizadas observadas
no es gaussiana sino que presenta una fracciéon notable de eventos de gran tamano. La
distribucién experimental obtenida para las areas de los puffs en el registro espacio-
temporal también presenta una cola larga y puede ajustarse con una funcién de tipo
ley de potencias. Este comportamiento de tipo ley de potencias se reproduce dentro del
marco de un modelo simple que incluye cierto acoplamiento entre senales individuales
para un amplio rango de valores de parametros. Un andlisis del modelo muestra que
una elevacién global de la [Ca?*] citosdlica juega un rol decisivo para determinar si la
distribucién de tamano de los puffs tendra cola larga o no. Esto sugiere que la remocién
del Ca?T del citosol es un aspecto clave para determinar la estocasticidad de las sefales
de Ca?* mediadas por RIP3s .

15
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2.2. Marco general y motivacion

Las sefiales de Ca®t se caracterizan por tener escalas espaciales muy diversas: el
tamano tipico del poro de un canal; las dimensiones de un cimulo de RIP3s (~ 100
nm); el tamano de la célula (10 um — 1 mm). El hecho de que una senal permanezca
localizada o se propague a través de la célula depende del propio Ca®* citosélico dado que
los RIP3s se abren al ligar IP3 y Ca?t. El Ca?* citosdlico a su vez actiia de forma dual
sobre los receptores ya que a concentraciones moderadas induce su apertura mientras
que a concentraciones altas provoca su inhibicién. Cuando un RIP3 se abre, el Ca’*t
fluye rapidamente y difunde en el citosol. Esta difusién no es libre ya que las células
cuentan con diversos mecanismos para reducir la concentraciéon de Ca?t citosélica. La
elevacién local de [Ca?*] que ocurre en la vecindad de un canal abierto eventualmente se
desparrama en el espacio induciendo las aperturas de otros canales vecinos que tengan
IP; ligado. Esta liberacién de Ca?* inducida por Ca** (CICR) es fundamental para la

propagacion de las senales.

El acoplamiento entre las unidades individuales de liberacién (RIP3s) es otro aspec-
to clave a la hora de determinar el tipo de senial que se puede producir. A pesar de que
la distribucién espacial de los RIP3s estd actualmente en debate (ver por ejemplo [43]),
la evidencia experimental parece indicar que los receptores que pueden ser activados
(pueden abrirse) estdn distribuidos inhomogéneamente, en particular organizados en
cimulos [19]. El hecho de que los RIP3s no estén distribuidos uniformemente dentro de
las células introduce un nuevo factor que también modula la habilidad de una senal de
propagar o no: la distancia media entre ctimulos, d. En [44] 45} [46] se introdujo el modelo
determinista simple “fire-diffuse-fire” (fdf) para analizar el efecto de esta variable adicio-
nal. En particular, se encontraron diferentes regimenes de frente de onda dependiendo
del cociente entre el tiempo tipico que un cimulo permanece activo (liberando Ca?*) y
el tiempo que le lleva al Ca?* difundir a través de la distancia d. La separacién entre
cumulos puede también llevar a fallas en la propagacién ain si algunos cimulos pueden
liberar Ca?*. En [45] se analiz6 la falla en la propagacién dentro del marco del modelo
determinista fdf. Se encontré que la dindmica de la onda se vuelve irregular y que su
patrén temporal sufre una serie de bifurcaciones de doblamiento de periodo hasta que
eventualmente desaparece como solucién atractor del modelo. La falla en la propagacion
se estudié también dentro del marco de los modelos estocasticos fdf [47, [48]. Estos mode-
los estocasticos reproducen mejor las observaciones experimentales en las cuales, luego
de una serie de senales localizadas, hay una explosion de actividad que se propaga a lo
largo de una region espacial mucho mas grande. La relevancia de la actividad estocéstica

localizada para provocar una senal global ha sido senalada recientemente. En particular,
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se ha argumentado que senales globales aparentemente peridédicas no son realmente pe-
riddicas sino que son consecuencia de aperturas estocdsticas de canales [33], 149, 50]. De
hecho, se ha reportado que la ocurrencia de varias senales locales puede eventualmente

provocar una onda de Ca?* [51].

La distribucién espacial inhomogénea de los RIP3s también moldea la cinética de
senales locales como los puffs [52]. De hecho, se investigé la propagacién de las senales
de Ca?* dentro de un ctimulo de RIP3 antes que entre cimulos en [53]. En ese trabajo se
estudio la transicién desde una situacion en la que la mayoria de las sefiales involucraban
la apertura de todos los RIP3s del cimulo con IP3 ligado a un situacién en la que muy
pocos RIP3s del cimulo se abrian. Para tal fin se introdujo un modelo muy simple con el
cual se logré reproducir las distribuciones de tamano de puffs experimentales reportadas
en [54]. En particular, al ajustar el modelo a las observaciones, se determiné que, para
un RIPj3 abierto, el radio dentro del cual la CICR es efectiva es del orden del radio de
un cumulo (~ 250 nm). Esto significa un acoplamiento entre canales muy fuerte debido
a la CICR dentro del cimulo, pero no lo suficientemente fuerte como para que todos
los RIP3s con IP3 pegado se abran durante cada puff. En este capitulo se investiga el
acoplamiento mediado por Ca?* citosélico entre RIP3s tanto intra como inter-ctimulo.
En particular, se estudia el rol de la separacién entre RIP3s y de la tasa de remocién de

Ca?T citosélico sobre las secuencias de sefiales que pueden ocurrir.

2.3. Experimentos de adquisiciéon de puffs

Se realizaron experimentos con el fin de adquirir sefiales de Ca?* en ovocitos de
Xenopus laevis. Para ello se inyectaron las células con el fluoréforo de Ca?* Fluo-4 y con
IP3 enjaulado. En todos los casos las concentraciones intracelulares de estos compuestos
fueron 36 uM y 9 uM respectivamente. Se inyecté también el buffer exégeno EGTA y

su concentracién se varié desde 0 uM a 90 pM.

Se adquirieron imagenes confocales de la fluorescencia del Fluo-4 en modo line-scan
enfocando el objetivo 60x a la altura de los granulos en el hemisferio animal del ovocito.
El IP3 enjaulado se fotoliberé con un flash de luz UV proveniente de la lampara de
Hg. El flash UV se presenté aproximadamente 2 s después de iniciada la adquisicion.
Se computé la fluorescencia media basal en cada punto del espacio, F}, (ver Apéndice
para mas detalles) previa al estimulo UV de fotoliberacién. Se identific6 manualmente
la regién ocupada por un puff en la imagen. La amplitud de un puff A, se definié luego
como el valor maximo de la fluorescencia normalizada AF/F, (F-F,/Fy) en la region
identificada. Se muestra en la Fig. A un ejemplo de una imagen line-scan adquirida

en donde el tiempo esta en el eje horizontal y el espacio en el eje vertical. Se utilizdé un
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codigo de colores que va de colores frios a calidos a medida que aumenta el valor de la
fluorescencia AF/Fy. En este ejemplo, se pueden ver dos puffs que ocurren en el mismo
sitio en tiempos diferentes. El primer puff es mas intenso y amplio que el segundo. Para
evaluar el area ocupada por un puff en el registro espacio-temporal (imagen line-scan),
se aplicé un umbral a cada imagen adquirida. Para ello se calcularon la fluorescencia
media F,, y su desvio estdndar o para toda la imagen (AF/F}). Luego se igualaron a 0
todos los pixeles con AF/Fy menor que 2F,, + 100 y se igualaron a 1 todos los pixeles
con AF/Fy mayor a 2F,, + 100. De ese modo se obtuvo una imagen binaria en la cual
se puede calcular el drea ocupada por los pixeles que superan el umbral (o pixeles 1).
Se muestra en la Fig. B la imagen binaria obtenida al aplicar el umbral a la imagen
de la Fig. A en donde se representan en color blanco a los pixeles 0 y en negro a
los pixeles 1. De esta forma, se determiné el drea ocupada por un puff en la imagen

line-scan. Se analizaron puffs de 13 ovocitos distintos en los que se observé una variedad
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Figura 2.1: Imagen line-scan con dos puffs en el mismo sitio. A: Imagen de la fluores-
cencia normalizada AF/F}, con su correspondiente escala de color. B: Imagen binaria
de la fluorescencia AF/F} luego de pasarle un umbral.

de eventos desde puffs hasta ondas. Se analizaron solamente los eventos localizados en
tiempo y espacio. Se caracterizo a los eventos por su amplitud y su drea espacio-temporal.
Los resultados obtenidos para las distribuciones de estas dos magnitudes analizadas se

muestran en la Seccién 2.6

2.4. Modelos Matematicos

En esta seccion se describen las principales caracteristicas de los modelos utilizados
para simular experimentos de eventos de Ca?"T. En primer lugar, se utilizé el modelo
local presentado en [53] que tiene en cuenta la dindmica de los receptores dentro de un
unico cumulo (modelo intra-cimulo). Luego, se extendié ese modelo para abarcar varios
cimulos dentro de la célula (modelo inter-cimulo). Finalmente, se adapté el modelo
inter-cimulo para tener en cuenta el acoplamiento debido a la acumulacién de Ca?*

(citosélico) que se produce luego de una senal y la inhibicién de los canales.
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2.4.1. Dinamica intra-ciumulo

Para simular la distribucién de tamanos de puffs que ocurre en un dado cimulo, se
siguié el modelo introducido en [53] utilizando los valores de pardmetros que reproducian
las observaciones experimentales de [54]. Se consider6 un cimulo circular de radio fijo,
R = 250 nm, en donde habia N = 18 RIP3s distribuidos con distribucién uniforme
sobre el disco. Cada RIP3 tenia una probabilidad p = 5/18 de tener IP3 ligado (es decir,
de estar disponible). La fase dindmica empieza al elegir un canal disponible y suponer
que estd abierto. Luego, se abren todos los otros RIP3s disponibles a una distancia
ring = 0,250 pm del RIP3 abierto. Se itera este esquema para cada canal abierto nuevo
hasta que no queden RIP3s disponibles dentro de una distancia 74,7 de un canal abierto
que estén cerrados. Se caracterizd el tamano del evento con el nimero de RIP3s que se
abrieron. Repitiendo la simulacién de este modelo local se produjeron histogramas con la
distribucién del tamafio de los puffs que se muestran en la Seccién [2.5] Esta distribucién
de tamanos modelada se puede comparar con la distribuciéon de amplitudes de puffs
obtenida en los experimentos si todos los RIP3s abiertos contribuyen de la misma forma

a la [Ca?*] en el ctimulo.

2.4.2. Dinamica inter-ciimulo sin acumulacién de Ca2"

Para obtener la distribucién de tamanos de eventos que involucran la apertura de
RIP3s en distintos ciimulos dentro de la célula se utilizé una versién modificada del
modelo descrito en la seccién anterior. En esta version modificada se supone que la
separacion entre dos canales en un cimulo puede despreciarse cuando se computa su
contribucién a la concentracién de Ca®*t libre en la posicién de cualquier otro ctimulo
y que todos los canales de esos otros ctimulos sensan la misma concentracién de Ca?*
en cualquier tiempo. Esta suposicion se basa en la diferencia que se estima existe entre
el tamano lateral de un cimulo (~ 200 nm) y la distancia entre cimulos (~ 2 pm).
Bajo este supuesto, teniendo en cuenta que el acoplamiento entre canales se debe al
Ca?T que fluye a través de los RIP3s abiertos y que el Ca?t difunde con un coeficiente
efectivo entre ctimulos vecinos, se supone que la contribucién a la concentracién de Ca®*t
en una posicién r; de un cimulo con N,; canales abiertos localizado en otra posicién r;
es proporcional a la cantidad No;/|r; — 7;|. Por lo tanto, dado que a nivel intra-ctimulo
se supone que todos los RIP3s disponibles dentro de una distancia 7,y de un canal
abierto se abren, a nivel inter-camulo se supone que un cimulo con N, canales abiertos
induce la apertura de todos los otros ciimulos con canales disponibles que se encuentren
dentro de un radio r;,¢N,. Se supone también que, cuando un cimulo estd abierto (o

activo), todos sus canales disponibles estan abiertos (es decir liberando Ca?*). En este
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esquema no se acumula el Ca?t que proviene de distintos ctimulos abiertos para decidir
la apertura de un nuevo ctimulo. Esta simplificacién es valida mientras la influencia del
cimulo abierto mas cercano sea mas importante que la de los cimulos maés distantes.
Las simulaciones de este modelo fueron realizadas considerando un area total circular
de radio R = 5 um y ripy = 0,250 pum como anteriormente. Para cada realizacion se
selecciond el nimero de cimulos a partir de una distribuciéon de Poisson con media 25
para garantizar una distancia media entre cimulos de ~ 2 um y luego se determiné el
numero de canales disponibles para cada ciimulo a partir de una distribucién de Poisson
con media 8. De esta forma, la fraccién de ctimulos con canales disponibles es similar a
la fraccién de canales disponibles sobre el total de canales en el caso de las simulaciones

intra-cimulo.

2.4.3. Dinamica inter-ciimulo con acumulacién de Ca?*t

El modelo de dindmica inter-ciimulo presentado anteriormente trata a cada senal
independientemente entre si. Existe, sin embargo, evidencia de que varias senales locales
usualmente preceden una onda de Ca?* global. Se modificé por lo tanto el modelo inter-
cumulo para tener en cuenta este acoplamiento entre senales. Para tal fin, se considerd
una regién circular mas grande (de radio R = 20 pum) en donde un cierto nimero de
cumulos se distribuyé aleatoriamente con probabilidad uniforme sobre el area. El nimero
de cimulos se extrae de una distribucién de Poisson con media 400 para garantizar
una distancia media entre cimulos de ~ 2 pum y el nimero de RIP3s con IP3 ligado
por ctimulo se extrae de una distribuciéon de Poisson con media 8, como en el modelo
presentado en la seccién anterior. Estos niimeros no cambian durante la simulacién.
Para incluir el acoplamiento entre senales, se realizé una simulacion dependiente del
tiempo en donde se asume que las senales ocurren instantaneamente y los ciimulos que
participan de ellas estdn determinados como en el modelo inter-cimulo presentado en
la seccién anterior con algunas modificaciones menores. En el intervalo de tiempo entre
senales, el nimero de RIP3s con IP3 ligado y la concentracién de Ca?t cambian con el
tiempo. Existe, por lo tanto, una separacién entre escalas temporales con una dindmica
rapida durante un pico de actividad y una recuperacién mads lenta entre estos picos.
Por otro lado, en este nuevo modelo, se distingue entre RIP3s con IP3 ligado activos
e inactivos. En particular, se asume que solamente los RIP3s con IP3 ligado activos
pueden abrirse durante una senal y que todos aquellos que participan de un evento se
inactivan inmediatamente después de éste. Cada RIPj3 inactivo permanece asi por un
cierto tiempo (aleatorio). Como se hizo en [23], se extrae el tiempo de inhibicién de
cada RIPj3 inactivo de una distribucién exponencial con media 2.5 s. En ¢ = 0 se asume

que todos los RIP3s con IP3 ligado estén activos y que la [Ca?t] es igual a [Capgsa]=
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0,1 uM. Esta concentracién varia luego al agregar una cantidad fija (espacialmente
homogénea) para cada RIP3 que se abri6 durante el evento inmediatamente después
de la ocurrencia de una sefal. La [Ca?"] decae posteriormente a [Capgsq] de forma
exponencial con el tiempo a una tasa de 200/s. Se anade para cada canal abierto una
cantidad espacialmente uniforme a [Ca?*] bajo el supuesto de que la difusién del Ca?*
ocurre lo suficientemente rapido de forma tal que la [Ca?*] llega a ser aproximadamente
uniforme en la vecindad del cimulo en una escala temporal que es mucho maéas corta
que el tiempo medio de separacion entre eventos. Para determinar la contribucion fija
de cada canal abierto a la [Ca?T] total el razonamiento que se siguié fue el siguiente. En
primer lugar, se asumié que, mientras que un RIP3 est4 abierto, su corriente de Ca’* es
I =0,1 pAy que el Ca?* difunde desde el canal con D = 200 um?/s (aproximadamente
el coeficiente de difusién del Ca?* libre [55]). Entonces, cuando el canal estd abierto,
suma una contribucién no uniforme A[Ca?*] a la [Ca?*] de fondo que se aproxima con
la solucién estacionaria de la ecuacién de difusién en presencia de una fuente puntual
con 2I. Es decir, A[Ca?T)~ BIuMpum? /(4w Dr) donde B es un factor de conversién de
unidades y r es la distancia al canal abierto. Teniendo en cuenta los valores de I y D
considerados, se tiene A[Ca?*]|~ 0,414M pm/r. Se supone por lo tanto que la cantidad
total de ACa?* contenido en un cilindro de altura h y radio R que encierra el 4rea del
RE de la simulacién (7R?) puede aproximarse por h fOR A[Ca?*]2nrdr = 2mhR x 0,414
uM pm mientras que el RIP3 estd abierto y se distribuye uniformemente sobre el mismo
volumen inmediatamente después de que el canal se cierra. De esta forma, se estima la
contribucién espacialmente uniforme fija a [Ca?*] de cada canal abierto inmediatamente
después de que se cierra como 2rhR x 0,414uM pm/(hrR?) = 0,828uM pum/R = 0,0414
uM . Por lo tanto, luego de una senal con N, canales abiertos se agrega N, x 0,0414 pM
a la [Ca?t]. Como se mencioné anteriormente, esta concentracién decae posteriormente
hacia su valor basal con una tasa de 200/s que se ha estimado como D/1um? dado que,
para cada canal abierto, A[Ca?*] es cercano a su valor basal a una distancia del orden

de 1 um.

En este nuevo modelo, el inicio de una senal no solamente depende del nimero de
RIP3s activos con IP3 ligado sino también de la [Ca?t]. En particular, se supone que
la probabilidad por unidad de tiempo de que un cimulo con Ngctives RIP3s se abra
iniciando una nueva sefial es 0,22557! % Nyetivos*[Ca?t]/Capasar. De esta forma, esta
probabilidad toma el valor estimado en [23] para la iniciacién de puffs en presencia de
Ca?T basal. Una vez que el primer ciimulo se abre, la apertura de los otros ctimulos
que participan de la sefial se decide como antes pero considerando la [Ca?*] de fondo
que ya se ha acumulado. En particular, un cimulo abierto, k, con NNy canales activos
induce la apertura de todos los otros cimulos, i, con N; > 0 canales activos que satisfacen

N0,414pM pm /dig+[Ca? > 0,414 M pm /1in s+ [Capasa] donde di, es la distancia entre
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el i-6simo ctimulo y el k-ésimo ctimulo, [Ca?"] es la concentracién de Ca?* de fondo

(acumulada) en el tiempo de la sefial y 7, = 0,250 pm.

2.5. Propagacion intra-camulo e inter-ciimulo usando un

modelo simple

En esta seccién se muestran los resultados obtenidos al usar los modelos intra e
inter-ctimulo sin acumulacién de Ca?* descritos en las Secciones y para ge-
nerar distribuciones de tamaiio de sefiales de Ca?*. Como se explicé en la Seccién
uno de estos modelos se us6 para las senales locales (puffs) que involucran la apertura
de RIP3s dentro de un ctimulo de ~ 400 nm de lado. El otro modelo se us6 para si-
mular sefiales que pueden propagar entre ciimulos que estan separados entre si por ~ 2
um. Ambos modelos incluyen una descripcién simplificada de los dos procesos dindmicos
principales que dan forma a las sefiales: el pegado del IP3 y del Ca?T, tratando a cada
senal independientemente de las otras. En la Seccién [2.7)se describen los resultados obte-
nidos cuando se incluye el acoplamiento entre sefiales al modelo inter-ciimulo. Los tipos
de sefiales dependen fuertemente del IP3 y del Ca?* dado que los RIP3s necesitan ligar
estas dos especies para abrirse. En los experimentos que se comparan con los modelos,
las células se cargan con IP3 enjaulado que es eventualmente liberado usando un pulso
de luz UV. De esta forma, se controla la distribucién del IP3. Por lo tanto, los mode-
los asumen que la [IP3] estd fija. La dindmica del Ca?*, por otro lado, est4 totalmente
controlada por la célula. Su concentracion es, por lo tanto, muy baja al principio del
experimento y solamente luego de una latencia un ion de Ca?* encuentra un RIP3 con
IP3 ligado e induce su apertura. Una vez que ocurre eso, el Ca?* liberado difunde lejos
del canal abierto y puede inducir la apertura de RIP3s cercanos con IPj3 ligado. El cam-
bio en la [Ca?*] debido a un canal abierto solamente es apreciable en su vecindad. Por
lo tanto, el acoplamiento entre canales mediado por Ca?* depende de la distancia. Esta
caracteristica se tiene en cuenta en ambos modelos de forma simplificada. En el modelo
local, se asume que cada canal abre un RIP3 cercano con IPj3 ligado si estd dentro de
una distancia fija, 74, 7. En el modelo de seniales globales, se asume que cada ciimulo que
estd liberando Ca’T a través de N, RIP3s abiertos puede inducir la liberacién de Ca?*

de un ctimulo cercano si éste estd a una distancia Nyr, .

Se muestra en la Fig. A la distribucién de tamanos de puffs obtenida luego
de 1000 realizaciones del modelo local usando los parametros que permitieron ajustar
las observaciones experimentales de [54]. La distribucién es relativamente plana para
tamanos de eventos pequenos y se aproxima a una distribucién de Poisson para eventos

mas grandes. Este comportamiento estd en el medio entre dos casos limitantes. Una
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primer situacién dominada por IP3 en la que todos los canales del camulo que tienen
IP; ligado cuando el evento empieza participan de la senal. Esto ocurre cuando los RIP3s
con IPj3 ligado estan densamente empaquetados en el cimulo, en cuyo caso la distribucién
es de Poisson. El otro caso limitante corresponde a eventos en los que los RIP3s con IP3
ligado estan tan separados entre si que es muy poco probable que la apertura de uno de
ellos induzca la apertura de cualquier otro RIP3 disponible en el cimulo. En este caso

el factor limitante para la propagacién de la senal es la unién a Ca®*.
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Figura 2.2: Distribuciones de tamanos de eventos obtenidas a partir de las simulacio-
nes. A: Modelo intra-cimulo local. B: Modelo inter-ctimulo sin acumulacién de Ca?™.

Se muestra en la Fig. B la distribucion de tamanos de eventos obtenida luego de
1000 realizaciones del modelo de acoplamiento inter-ciimulo sin acumulacién de Ca?t.
El razonamiento seguido para elegir los parametros de estas simulaciones es el siguiente.
Dado que la simulacién cubre un &rea de ~ 100 um?, se eligié un ntimero medio de
cumulos igual a 25 para garantizar una separacién media entre cimulos de aproxima-
damente 2 pum. Se eligio luego el niimero medio de RIP3s con IP3 ligado en un ctimulo
igual a 8. Este valor es ligeramente superior al valor medio derivado de las observaciones
de [54] (6,0240,48) que corresponde a experimentos que se enfocaban en sefiales locales.
Por lo tanto, al elegir un valor ligeramente superior se espera poder generar senales que
involucren la activacién de varios cimulos. Como se asume que todos los canales dispo-
nibles (con IPj3 ligado) de un cimulo se abren cuando se activa el cimulo, el nimero
medio de RIP3s con IP3 ligado y de canales abiertos en un ctimulo durante un evento
de liberacién, (N,), coincide. (N,) = 8 da (No)7ins = 2 ppm para 7,y = 0,250 pm como
en el modelo intra-cimulo. Para cada cimulo abierto, N,74,5 debe compararse con la
distancia a todos los otros ctimulos para decidir su activacién. Por lo tanto, los pardme-
tros son tales que N,yr;, es, en promedio, igual a la distancia media entre cimulos. Esto
es similar a la situacién encontrada para el modelo de dindmica intra-cimulo cuando
se usaban los pardmetros que mejor ajustaban los datos experimentales de [54]. Esto
es, la distancia media entre canales disponibles en el caso intra-cimulo (~ 0,12 nm),
y la distancia entre cimulos en el caso inter-cimulo (~ 2 pm), son del mismo orden
que los nimeros que deben ser comparados para decidir la apertura de los canales o la
activacién de los cimulos (rjnr = 0,250 pum y Nyri,f, respectivamente). De hecho, se
observa que la distribucién de tamafios de eventos de las Figs. A y Fig. B tienen
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formas similares. Como en el caso de la dindmica intra-cimulo, los parametros del mo-
delo inter-ciimulo corresponden aproximadamente a una situacién intermedia entre una
distribucién dominada por la unién a Ca’t y una distribucién dominada por la unién a
IP3. Esto se ilustra en la Fig. [2.3| donde se muestra la distribucién de tamanos de eventos
obtenida con los mismos pardmetros que en la Fig. B pero con valores diferentes para
el nimero medio de RIP3s con IP3 ligado en un cimulo. En la Fig. A este valor es 4
y el acoplamiento entre ctimulos raramente ocurre. En la Fig. B el ntimero medio de
RIP3s con IP3 ligado en un cimulo es 20 y casi todos los ctimulo con RIP3s disponibles

participan del evento.
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Figura 2.3: . Transicién entre los casos en los que el Ca?* ligado es limitante y el IP3

ligado es limitante para la distribucién de tamanos de eventos de las simulaciones del

modelo inter-ctiimulo sin acumulacién de Ca?*. A: Similar a la Fig. B pero usando

un nimero medio de RIP3s con IP3 ligado igual a 4. B: Similar a la Fig. B pero
usando un nimero medio de RIP3ss con IP3 ligado igual a 20.

2.6. Resultados experimentales

Se presentan en esta seccion los resultados obtenidos al analizar los puffs adquiridos
como se describe en la Seccién Se caracteriz6 el tamano de los puffs por su amplitud
y su drea (espacio-temporal). Se presentan las distribuciones de estas dos cantidades
derivadas de los experimentos. Se muestra en la Fig. A la distribucién de amplitudes
de puff para 202 puffs medidos en 13 ovocitos distintos. Las amplitudes de puff varian
de 0,54 u.a. a 3,95 w.a.. La distribucién muestra un tnico maximo en A = 1,5 w.a.. Se
muestra en la Fig. B la misma distribucién pero en escala logaritmica. Estos datos

no se ajustan correctamente con una ley de potencias.

Se muestra en la Fig. A la distribucién de édreas de puff (extensién espacio-
temporal). Se obtuvieron valores de dreas de puff confiables para 179 puffs observados
en 12 ovocitos. Las areas se computaron como se explica en la Seccién La misma
distribucién se muestra en escala logaritmica en la Fig.[2.5] B. En este caso, la distribucién
puede ajustarse con una ley de potencias con exponente entre 1,7 y 2,0 dependiendo del
rango de areas incluido en el ajuste. Se estimé la bondad del ajuste con el coeficiente

R2, que varié entre 0,77 y 0,81 dependiendo del rango de areas incluido (si se incluyen
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Figura 2.4: Distribucién experimental de amplitudes de puffs. A: Distribucién obte-
nida a partir de 202 puffs medidos en 13 células. B: Misma distribucién que en A pero
en escala logaritmica.

datos de areas entre 800 y 4500 px o entre 800 y 4000 px, respectivamente). Se comparé
este valor con los valores obtenidos al ajustar los datos con otras distribuciones. La
bondad del ajuste fue inferior en todos los casos excepto al ajustar con una distribucién
log-normal con la que se obtuvo R? = 0,90. Siempre resulta dificil distinguir entre
distribuciones tipo ley de potencias y log-normal [56] y en este caso es aun mas dificil
dado el pequeno rango de eventos abarcado por la distribucién. En cualquier caso, una
caracteristica fundamental de ambos tipos de distribuciones es la existencia de una cola
larga. Como se discutird més adelante, en el caso de las sefiales de Ca?*, esto es una

propiedad relevante por sus implicaciones fisiolégicas.
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Figura 2.5: .Distribucion experimental de areas de puffs. A: Similar a la Fig. pero

para el area espacio-temporal abarcada por los puffs. Distribucién obtenida a partir

de 179 puffs medidos en 12 células. B: Misma distribucién que en A pero en escala
logaritmica (puntos). La recta es el ajuste hecho con una ley de potencias.

2.7. La acumulacién de Ca?' y la inhibicién de los RIP3s

puede llevar a una distribucion tipo ley de potencias

En la seccién anterior se caracterizé a las sefiales obtenidas experimentalmente con
dos cantidades: su amplitud y su dispersion o area espacio-temporal. Estas cantidades
no sélo dependen del nimero de RIP3s que se abren durante una senal sino también
de los tiempos de esas aperturas y de la distribucion espacial de los receptores. Las
distribuciones experimentales se pueden comparar con la distribucién de canales que

participan de los eventos obtenidos a partir de las simulaciones de los distintos modelos.
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En particular, ni las simulaciones ni la distribucién experimental de amplitudes de puffs
se describen bien con una ley de potencias. Sin embargo, la distribucién experimental de
las areas de puffs pudo ser ajustada por una distribucién log-normal o ley de potencias
sobre un rango relativamente corto de escalas de longitud. Esta limitacion se atribuyod
al hecho de que se analizaron principalmente senales localizadas (puffs). Si se hubie-
ran incluido en el andlisis eventos que involucraran RIP3s de muchos cimulos quizés
se hubiera obtenido una ley de potencias sobre un rango mayor. Este comportamiento
tipo ley de potencias no se observa, sin embargo, en las distribuciones de la Fig. El
area (espacio-temporal) abarcada por una senial depende fuertemente del acoplamiento
mediado por Ca?" entre canales y entre ctimulos. Existe, por otro lado, evidencia expe-
rimental de que varias sefiales locales usualmente preceden una onda de Ca?* (global)
cuando se libera IP3 de forma continua en las células. A pesar de que las células poseen
un mecanismo muy eficiente para restituir el Ca?* a su nivel basal una vez que finaliza
una senal, esto no ocurre instantaneamente. Por lo tanto, puede haber una acumulacién
lenta de Ca?* entre sefiales que ya ha sido observada [51]. Este Ca** remanente acopla
efectivamente las sefiales locales, un efecto que no se ha tenido en cuenta en los modelos
intra e inter-cimulo utilizados en la Seccién Mas atin, los RIP3s se vuelven inactivos
luego de su apertura. Se ha estimado que el tiempo tipico de inhibicién es del orden de
2 s [23]. Esto introduce un acoplamiento adicional entre senales. Con el fin de tener en
cuenta estos dos efectos, se modificd el modelo inter-cimulo descrito en la Seccién
Para tener en cuenta el acoplamiento entre senales, se realizé una simulaciéon dependien-
te del tiempo en la cual se distinguié entre RIP3ss con IP3 ligado activos e inactivos y
donde se asumié que las senales ocurren instantdneamente. Entre senales, el nimero de
RIP3s con IP3 ligado activos (los tinicos que se abren durante una sefial) y la [Ca?*]
cambian con el tiempo. Entonces, el modelo tiene una separacién de escalas temporales
implicita con una dindmica rapida durante un pico de actividad y una recuperacion lenta
entre estos picos. Los RIP3s se vuelven inactivos luego de abrirse y luego vuelven a estar
activos con un escala temporal de 2 s. La [Ca?T], por otra parte, aumenta luego de una
senal dependiendo de cuantos canales se abrieron y luego decae a su valor basal con una
tasa del orden de 200 s~ 1.

Se muestran en la Fig. los resultados obtenidos con el modelo inter-cimulo que
tiene en cuenta el acoplamiento entre seniales. En este caso, se caracterizo el tamano de
la senial por el niimero de cimulos y el ntimero de receptores que participaron en cada
evento. Se muestran las distribuciones de estas dos cantidades en escala logaritmica en
las Figs. Ay B respectivamente. Se pueden aproximar ambas distribuciones con
una ley de potencias sobre un rango relativamente grande de tamanos. El ajuste de
algunos de los puntos de la distribucién del niimero de ciimulos involucrados con una ley

de potencias dio exponentes entre 1,0 y 1,4 con R? entre 0,72 y 0,85 (si se incluyen datos
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con entre 30 y 80 cimulos involucrados, respectivamente). Con respecto al ajuste con
una ley de potencias de la distribucién del nimero de RIP3s involucrados en cada evento,
se obtuvieron exponentes entre 1,0 y 1,7 y R? entre 0,76 y 0,92 (si se incluyen datos con
entre 20 y 80 RIP3s involucrados, respectivamente). Uno de los exponentes obtenido para
el ajuste de la distribucién del nimero de receptores esta dentro del rango del exponente
determinado a partir de la distribucion del area de los puffs experimentales. La ley de
potencias falla para tamanos grandes y esto se debe probablemente a efectos de tamano
finito. Ninguna de las dos distribuciones pudieron ser bien ajustadas con distribuciones

tipo log-normal o log-logistica.
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Figura 2.6: .Distribucion de cimulos y de receptores involucrados en los eventos ob-

tenidos en las simulaciones del modelo de dindmica inter-cimulo con acumulaciéon de

Ca?*. A: Distribucién del ntimero de ctimulos involucrados en cada evento (puntos) en

escala logaritmica y ajuste con una ley de potencias (recta). B: Distribucién del nimero

de RIP3s involucrados en cada evento (puntos) en escala logaritmica y ajuste con una
ley de potencias (recta).

2.8. EIl Ca’' citosélico provee un mecanismo de acopla-
miento global que altera la distribucion de tamanos

de senales.

Para analizar cuan robusto es el comportamiento de la ley de potencias encontrado
en la seccién anterior se simulé el modelo inter-cimulo con acumulacién de Ca’t para
otros valores de los pardmetros. En particular, se estudié cémo las distribuciones del
nimero de ctimulos y de RIP3s que participaban de cada evento cambiaban con la
distancia media entre cimulos, dm, el tiempo medio que un RIP3 permanece inhibido,
tinh, la tasa a la cual el Ca?t citosélico decae a su valor basal, ¢, v con el radio de
influencia de un canal abierto, r;,¢ que eran dm = 2 pum, tipy, = 2,5 s, 6cq = 200/s y
ring = 0,250 pm en todas las simulaciones anteriores. En casi todos los casos se pudo
ajustar a las distribuciones con una ley de potencias (con exponente entre 1,0 y 1,8) pero
sobre un rango de tamanos de evento que podia ser diferente dependiendo del valor de los
parametros. Esto es razonable dado que el tamano del evento méas grande es fuertemente

dependiente de algunos de esos parametros. Por ejemplo, para valores grandes de la
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distancia entre cimulos, dm, o del tiempo de inhibicién, t;,, y para valores pequenos de
del nimero medio de RIP3s con IP3 pegado por cimulo, A, el tamafnio del evento maés
grande decrecié significativamente. El variar r;,; entre 0,01 um y 0,1 pm no produjo
cambios notables. Mientras que variar la tasa de remocién del Ca?* citosélico, dcq, entre
50/s y 100/s no cambié el comportamiento tipo ley de potencias de la distribucién de
tamafos de seflales, al usar valores mas pequenos (se investigd 20/s < dcq < 30/s)
se produjo un cambio llamativo. A saber, la distribucién de tamafos de eventos dejé
de tener una cola larga y se asimilé mdas a una distribucién gaussiana. Se ilustran los
resultados obtenidos en las Figs. 2.7 y
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Figura 2.7: Valor medio (simbolos) y desvio estdndar (lineas verticales alrededor del

valor medio) del nimero medio de RIP3s que participan de un evento, N,, como funcién

de la distancia inter-ctimulo, dm (A), del nimero medio de RIP3s con IP3 ligado por

ctumulo, A (B), del tiempo medio de inhibicién de un RIP3, t;,, (C), v de la tasa de

remocién del Ca?* citosélico, 6o, (D). En todos los casos, los pardmetros que no se
variaron estaban fijos en los valores utilizados en la Seccién

Se muestra en la Fig. 2.7] el valor medio y el desvio estdndar del nimero de RIPg3s
que participan de las senales, N,, como funcién de un pardmetro variable cuando todos
los otros parametros se mantienen fijos en los valores usados en la seccién anterior.
Se pueden observar en esta figura las tendencias mencionadas con respecto a cémo
varia el nimero medio de RIP3s que participan de un evento, N,, con dm, A y tinn.
Se observa también que, cuando se varia cualquiera de estos tres parametros el desvio
estandar de NV, disminuye cuando N, disminuye. El comportamiento hallado para valores
pequenos de d¢, es bastante diferente. El desvio estdndar es mucho méas pequeno que
para los otros tres conjuntos de valores de parametros explorados. Mas atn, el desvio
onNo decrece al aumentar (N,). Esto surge como consecuencia de que la distribucién no
presente mas una cola larga. Se puede observar esto en la Fig. donde se grafico la
distribuciéon del ntimero de RIP3s que participan de los eventos cuando se mantienen

todos los pardmetros fijos en los valores utilizados en la seccién anterior menos la tasa de
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remocién del Ca?" citosélico. Para este parametro se usaron los valores §cq = 20/s (A),
dca =25/s (B), 6ca = 30/s (C) and d¢q = 200/s (D). Se observa que para valores de dcyq
lo suficientemente grandes la distribucién se puede aproximar por una ley de potencias.
A medida que d¢, decrece, este comportamiento tipo ley de potencias se mantiene para
valores de NN, pequefios pero aparece una nueva componente de tipo gaussiana en la
regién de N, grandes. Eventualmente, cuando d¢c, es lo suficientemente pequeno, la
region en donde estaba la ley de potencias desaparece y se obtiene una distribucién de

tipo gaussiana.
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Figura 2.8: Distribucion del nimero de RIP3s que participan de los eventos cuando

todos los pardmetros se mantienen fijos en los valores usados en la Seccién excepto

por la tasa de remocién de Ca®* citosélico que fue: A 6o, = 20/s, B dcq = 25/s, C
5Ca = 30/87 D 5Ca = 200/8.

Para interpretar estos resultados, se compararon el nimero de receptores que par-
ticipan de cada evento, N, y el nimero de RIP3s con IP3 ligado que estan activos, Nyt
en cualquier tiempo. Se muestra un grafico de N, y Nyt como funcién del tiempo para
dca = 200/s en la Fig. A y para ¢, = 20/s en la Fig. B. Se observa que mien-
tras que en el gréfico de la Fig. A N, < Nyt para la mayoria de los eventos, para
dca = 20/s todos los receptores activos participan de cada evento (N, = Nyet). De esta
forma, la distribucién de tamanos de eventos coincide con la de los canales activos que,
luego de un pequerno transitorio, tiene un valor medio bien definido con un desvio relati-

vamente pequeno alrededor. La distribucién de tamanos de eventos es luego gaussiana.
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Figura 2.9: Ndmero de RIP3s activos y de RIP3s que participan de un evento como
funcién del tiempo. Nimero de RIP3s activos, N, (linea sélida) y de RIP3s abiertos,
N, (circulos vacios) como funcién del tiempo para: A dcq, = 200/s vy B dcq = 20/s.

2.9. Discusion

La observacién de puffs de Ca?t y otros estudios indican que, en la mayorfa de los
tipos celulares, los RIP3s activos se encuentran distribuidos en ctimulos sobre la membra-
na del RE. Estudios recientes llevan a la conclusién de que hay también RIP3s activos,
sueltos y en menor nimero, entre los cimulos [57]. Esta distribucién inhomogénea junto
con las propiedades cinéticas del receptor dan origen a una variedad de senales que van
desde puffs (eventos muy localizados) a ondas globales que se propagan a través de la
célula. El acoplamiento mediado por Ca?* (o CICR) juega un rol clave para determinar
el tamano del evento. En [53] se estudié la transicién entre una situacién en la cual la
mayoria de las senales involucraban la apertura de todos los RIP3s del ctiimulo con IP3
ligado a una situacién en la cual muy pocos RIPgs del ciimulo se abrian. En este capitulo
se estudié esta transicién y los mecanismos involucrados en la propagacion de las seniales
a nivel de un cimulo y entre cimulos. Para ello se analizé primero la distribucion expe-
rimental de amplitudes de puffs en ovocitos de Xenopus laevis. La distribuciéon de areas
(espacio-temporales) de puffs en estas células fue diferente y pudo ajustarse por una ley
de potencias o por una distribucién log-normal mientras que la de amplitudes no. Dado
que el area de los puffs es un mejor reportero del acoplamiento entre canales (mediado
por Ca?*) que la amplitud de los puffs, cuando los canales estén relativamente separa-
dos entre si se espera encontrar un comportamiento tipo ley de potencias si se incluye

también en la estadistica a las senales que involucran canales de varios ciumulos.

Para investigar la distribucién de tamafnos de senales que involucran la apertura
de RIP3s en varios cimulos se extendi6 el modelo de [53] para incluir el acoplamiento
entre cumulos. La primera modificacién que se probd trataba a cada senal de forma in-
dependiente de las otras. Esto llevé a una distribucién similar a la de las senales locales
(intra-ciimulo) que no seguia una ley de potencias. Esta primera extensiéon del modelo,
sin embargo, no es adecuada en situaciones en las que las células estan constantemente
sometidas a un estimulo como en [51]. En ese caso, asumir que las sefiales actian in-

dependientemente una de otra no es muy realista. Se ha reportado que varias senales
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locales usualmente preceden a las ondas de Ca?t, particularmente cuando las células
estdn expuestas a una liberaciéon constante de IP3 como se hizo en [51]. Esto indica
que, en una situacién de estimulo continuo, las senales se afectan entre si, especialmente
cuando involucran la apertura de muchos canales en varios cimulos distintos. Para tener
en cuenta este acoplamiento entre seniales, se extendié el modelo inter-cimulo incluyen-
do tanto la dindmica de la [Ca?*] citosélica global como la activacién e inactivacién de
los RIP3s con IP3 ligado en la apertura de los canales. Usando valores de parametros
realistas, se obtuvieron distribuciones para el nimero de ciimulos y para el nimero de
canales que participaron de las senales. Estas distribuciones se ajustaron por una ley de
potencias con exponentes que estan dentro de los valores obtenidos para la distribucién
de tamanos de puff obtenida a partir de los experimentos. Se investigd cuan robusto era
este comportamiento cambiando los valores de varios pardmetros del modelo (la distan-
cia media entre ciimulos, dm, el tiempo medio que un RIP3 permanece inhibido, ;,5, la
tasa a la cual el CaT citosélico decae a su valor basal, dc, v €l radio de influencia de
un canal abierto, ;7). Se determind, en particular, que las distribuciones podfan seguir
siendo ajustadas por una ley de potencias si se cambiaba cualquiera de estos pardmetros
alrededor de los valores usados en las simulaciones originales. Se puede tener certeza
entonces de que la distribucién de tamano de las senales tiene una cola larga y esto

podria tener implicaciones fisiologicas.

La distribuciéon de tamanos de eventos no tenia cola larga para todos los valores
de parametros explorados en el modelo. En particular, cuando se disminuyé un orden
de magnitud la tasa de remocién del CaT citosélico, dcq, se obtuvo una distribucién
de tipo gaussiana alrededor de un valor medio para el nimero de RIP3s (Fig. que
participaban de cada senal. Se analizé como la media y el desvio estandar del ntiimero de
RIP3s participantes variaban con cada uno de los parametros mencionados anteriormen-
te. Se hall6 que, en la mayoria de los casos explorados, el desvio aumentaba con la media.
La excepcién fue la situacién hallada para valores de d¢, pequenos en la que se obtuvo
que el desvio, oy,, aumentaba poco mientras que la media, (IN,), disminufa cuando ¢y
aumentaba hasta un punto en el cual se observaba un gran aumento en oy, (Fig. .
Esto indica una transicién desde una situacién con una distribucién tipo gaussiana a
una situacion en la cual la distribucién tenia cola larga y podia ser ajustada por una ley
de potencias (por lo menos sobre un rango de tamanos de senales). Para entender por
qué se obtuvieron estos diferentes comportamientos, se compararon el nimero de RIP3s
activos, Nget, vy el nimero de RIP3s que participaron de una senal, N,, en cualquier
tiempo dado. Se observé que, mientras que en los casos en que la distribucién tiene
cola larga, N, era inferior a N, para la mayoria de los eventos, el nimero de RIP3s
participantes era igual al de RIP3s activos en casi todos los eventos en el caso de la dis-

tribucién gaussiana. En particular, se llega a esta situacién disminuyendo d¢, porque,
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de esta forma, la [Ca?T] citosdlica permanece lo suficientemente alta de forma que no
importa cudn pequefia sea la adiciéon de Ca?* liberado por un RIP3 abierto, todos los
RIP3s se abren apenas se vuelven activos. Por lo tanto, en esta situacién el acoplamiento
entre canales casi no actua. De esta forma, luego de una senal que involucra la apertura
de casi todas las unidades disponibles, es muy raro que una unidad recién abierta tenga
a otra unidad activa en su vecindad para inducir su apertura y la propagacién de la
senal fallara. Por lo tanto, lo méas probable es que se sucedan pequenas senales hasta que
un numero de RIP3s lo suficientemente grande se active nuevamente. La distribucién
aleatoria y en parches espaciales de unidades excitables activas es un ingrediente basico
para la existencia de distribuciones de eventos con una cola larga como la que se observa
en el modelo y en [58]. Esto también es clave para la gran variabilidad del intervalo de
tiempo entre spikes como se ha observado en [51], B3]. Cuando todas las unidades estén
globalmente acopladas (o estdn continuamente sometidas a un ambiente que las hace
disparar apenas se activan) la distribucién espacial aleatoria y rala de la excitabilidad
desaparece, la distribucion de tamanos de eventos deja de tener cola larga como se ob-
serva en el modelo. Se observé que la [Ca?*] citosélica provee una forma muy efectiva de
pasar de un sistema de ctimulos débilmente conectados entre si en el cual la distribucién
de tamanos de las sefiales tiene cola larga y puede ser aproximada por una ley de po-
tencias a un sistema globalmente acoplado con una distribuciéon de tamanos de eventos
de tipo gaussiana. Este tltimo comportamiento se asemeja a lo que puede observarse
en los experimentos de [51]: cuando se libera continuamente una concentracién alta de
IP3, el Ca?t basal se acumula y la variabilidad de los intervalos entre spikes se vuel-
ve despreciable. Las situaciones con un mecanismo de acoplamiento mas eficiente pero
que dependian de la propagacién de la senal para producir un evento més grande (por
ejemplo eligiendo dm=r;,; pero dejando A=1) no dieron una distribucién puramente
gaussiana sino que presentaron una mezcla de ley de potencias para eventos pequenos y
una gaussiana para eventos mas grandes. Los experimentos presentados en este capitulo
y los de [51] se realizaron en ovocitos inmaduros. Se sabe que, con la maduracién, el RE
se reconfigura y la distribucién espacial de los RIP3s cambia lo que, a su vez, da origen a
sefiales de Ca?* que tienden a distribuirse sobre una regién espacial més amplia [59, 60].
Se ha discutido que un aumento de la sensibilidad del RIP3 podria ser la causa de este
comportamiento [61]. Los estudios de [62] mostraron que la disminucién de mecanismos
de remocién de Ca?* citosélico que ocurre con la maduracion es el factor mas importante
en determinar la dindmica distinta de las senales en el huevo en comparacion con las
de los ovocitos inmaduros. Lo més probable es que ocurra una combinacién de causas
cuyo efecto final sea acoplar mas eficientemente los RIP3s evitando asi la aleatoriedad
de la excitabilidad observada en ovocitos inmaduros. De esta forma, el huevo maduro
estd listo para ser fertilizado y una onda de Ca?* puede propagarse exitosamente [63].

El estudio presentado en este capitulo ilustra, por otro lado, cémo la inhibicién de los
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RIP3s causada por la elevacion del Ca?* citosélico y la posterior dindmica de este tlti-
mo estan involucrados en el tiempo que transcurre entre senales globales sucesivas. Por
lo tanto puede ser el Ca®t citosélico a través de sus multiples efectos sobre los RIP3s
el que estd implicado en que la distribucién de tiempos entre senales sucesivas no sea

completamente aleatoria como se observé y analizé en [64] 35].



Capitulo 3

Observacién del Ca?t luminal y
caracterizacion de la geometria

intracelular

3.1. Resumen

El rol del Ca®* citosélico en la cinética de los RIP3s y en la dindmica de las sefiales
de Ca?*t mediadas por RIP3s ha sido estudiado ampliamente tanto desde lo experimental
como desde el modelado. El rol del Ca?t luminal por otro lado no ha sido investigado
con tanto detalle a pesar de que se ha hallado que es relevante para la terminacién de
las sefiales en el caso de liberacién de Ca?t a través de receptores de rianodina. La
influencia del Ca?* luminal sobre el RIP3, por otro lado, todavia no es clara. Con el
fin de avanzar en este aspecto, se presenta en este capitulo un método sencillo para
marcar Ca?t luminal en ovocitos de Xenopus laevis. Se propone el uso del indicador
de baja afinidad Fluo-5N AM para seguir las variaciones del Ca?* luminal. Luego de
demostrar que este indicador entra al RE y marca efectivamente el Ca’t en su interior,
se lo utilizé en conjunto con un indicador citosdlico y con un marcador de membrana
para caracterizar la geometria del RE en los ovocitos. Se usé finalmente al Fluo-5N AM
para estudiar la recarga del Ca?* luminal al RE luego de una liberacién de Ca?* breve
pero intensa. Se combinaron experimentos y un modelo simple para cuantificar la tasa

de recarga del Ca?* luminal en el RE.

34
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3.2. Marco general y motivacion

La liberacién de Ca?t desde el RE no sélo aumenta la concentracién de Ca?*
citosdlico sino que también genera un microdominio luminal en donde la concentracién
de Ca’T se ve disminuida. Esto puede ocasionar una disminucién en la fuerza electro-
quimica que impulsa al Ca?* desde el lumen del RE al citosol y una correspondiente
disminucién en el flujo de Ca?t a través del canal. Otro proceso que puede influenciar
la dindmica de liberacién es la velocidad a la que se recupera el nivel de Ca?* en el
lumen luego de un vaciamiento. En los estudios realizados en miocitos en donde el Ca?*
es liberado desde el RE a través de los receptores de rianodina (RRi) se ha determinado
que el Ca’t luminal estd directamente implicado en la terminacién de las senales de
Ca’*t, en particular en cardiomiocitos [36} [65]. Mas atin, se ha mostrado recientemente
que la apertura de algunos subtipos de RRi depende del Ca?* luminal, explicando asf el
inicio de ondas de Ca?* espontdneas y de arritmias disparadas por Ca?* [66]. A pesar
de la analogfa entre RRis y RIP3s, la caracterizacién de sensores de Ca?t luminal en
RIP3s [67,68] y 1a evidencia de que las sefiales de Ca?T mediadas por RIP3 dependen del
contenido de los reservorios intracelulares [69, [70], el rol del Ca?* luminal en la dindmica

de las senales mediadas por RIP3 es todavia poco claro |71, [72].

Si bien los protocolos y materiales necesarios para marcar Ca?t en el citosol son
conocidos y la bibliografia sobre este tema es extensa, no se conocen hasta el momento
protocolos ni trabajos experimentales que describan como medir cambios en el Ca?*
luminal en ovocitos de Xenopus laevis. Como se sabe que dentro del RE las concentra-
ciones de Ca’t son alrededor de 10* veces superiores a las del citosol, se han utilizado
indicadores anélogos a los citosélicos pero de baja afinidad para marcar Ca?* luminal
en otras células [40, [73]. Uno de estos indicadores de baja afinidad es el Fluo-5N AM,
un indicador analogo al Fluo-4 pero con distinta afinidad. El Fluo-5N AM fue usado
anteriormente para sensar Ca?* luminal en diferentes tipos celulares: fibras musculares
del sapo de cana [74], miocitos de mamifero [75], miocitos cardiacos [76], astrocitos [77]

y en células acinares pancredticas [78] entre otros.

Con el objetivo de analizar la influencia del Ca?* luminal sobre el RIP3 y sobre la
propagacion de las senales mediadas por estos receptores, se presenta en este capitulo
un método para observar Ca?T luminal en ovocitos de Xenopus laevis con Fluo-5N AM.
Hasta donde se tiene conocimiento, esta es la primera vez que este indicador se utilizé en
este sistema modelo. Se realizaron distintos controles para verificar la hipdtesis de que
el Fluo-5N AM marca Ca? dentro del RE. Luego de probar que el método propuesto
fuera 1til, se estudiaron la distribucién espacial y la dindmica del Ca?* luminal haciendo

uso del Fluo-5N AM y de otros indicadores.
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3.3. Uso del indicador Fluo-5N AM para sensar Ca’' lu-

minal

Se propone al indicador de Ca?t Fluo-5N AM como posible reportero del Ca?*t
luminal en los ovocitos de Xenopus laevis. Las caracteristicas de este fluoréforo se des-
criben en el Apéndice [A] en donde también se detalla cémo se lo micro-inyect6 en las
células. El indicador Fluo-5N AM no se habia usado previamente en ovocitos de Xenopus
laevis. Es por ello que se debieron realizar varios controles y pruebas de viabilidad. Se
presentan a continuacién distintos experimentos que prueban la eficiencia del indicador
Fluo-5N AM como reportero del Ca?t luminal en ovocitos. En primer lugar se describe
la evolucién de la fluorescencia del indicador luego de ser inyectado en las células. Se
muestra luego un control con dos distintos buffers de Ca?* citosélico y finalmente se
analiza la evolucién de la fluorescencia del Fluo-5N AM al evocar una sefial de Ca?*

fotoliberando IP3 enjaulado.

3.3.1. Carga del Fluo-5N AM en el RE

Se realiz6 el siguiente experimento para cuantificar la evolucién de la fluorescen-
cia del indicador Fluo-5N AM dentro del ovocito. Luego de haber realizado la micro-
inyeccion del indicador, se adquirié con el microscopio confocal la fluorescencia de un
cuadro de 512 x 512 pixeles con un objetivo 60x y con zoom 1x lo que equivale a una re-
gién escaneada dentro del ovocito de 210 x 210 um?. En todos los casos la excitacion del
indicador se realizé con el mismo laser (linea 488 del laser de Ar) y la misma potencia.
Los cuadros se adquirieron cada 30, 60 o 120 s. De esta forma, se colecté la fluorescencia
de una region dentro del ovocito hasta dos horas después de haberlo micro-inyectado
con Fluo-5N AM. Se computé la fluorescencia media de cada cuadro adquirido, (F)), y
se normalizé luego el registro temporal con respecto al maximo de este valor a lo largo
del tiempo. Los resultados de este experimento para tres ovocitos distintos pueden verse
en el grafico de la Fig.

Cada curva en el grafico de la Fig. representa un ovocito distinto. Las curvas
con circulos llenos corresponden a mediciones realizadas en ovocitos en donde la concen-
tracion intracelular del Fluo-5N AM era 92 pM mientras que la curva con circulos vacios
corresponde a un ovocito en donde esta concentracion era de 74 uM. Se espera que la
fluorescencia aumente a medida que el fluoréforo entra al RE y liga Ca?t luminal. La
disparidad entre las curvas puede atribuirse al hecho de que las mediciones se realizaron
en tres ovocitos distintos y en regiones elegidas arbitrariamente dentro de estos tltimos.

La regién que se adquiere en cada caso no contiene necesariamente la misma cantidad
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Figura 3.1: Evolucién de la fluorescencia del indicador Fluo-5N AM luego de su in-

yeccion en tres ovocitos diferentes. Los graficos representan la fluorescencia media nor-

malizada en el tiempo durante la carga del indicador en el lumen del RE. [Fluo-5N

AM]=74 pM (circulos vacios), [Fluo-5N AM]=92 uM (circulos llenos).

de pixeles luminales (o dicho de otra forma, la misma cantidad de lumen de RE). En
los tres casos mostrados en la Fig. la fluorescencia tarda en aumentar (aproxima-
damente 20 min luego de la microinyeccién del indicador) y ademés se estabiliza més
de una hora después de la inyeccién. Este retraso puede deberse al tiempo que le lleva
al indicador entrar al RE y reportar Ca?* luminal o podria haber un artefacto experi-
mental y el Fluo-5N AM podria estar sensando Ca?T citosélico. Con el fin de descartar
esta ultima posibilidad se realizaron una serie de experimentos control que se describen

a continuacién.

3.3.2. Control con buffers citosdlicos

Para descartar que el Fluo-5N AM esté reportando Ca?* citosélico en vez de Ca®t
luminal se realizaron experimentos con este indicador en presencia de distintas concen-
traciones de dos buffers citosélicos exégenos. Los buffers utilizados fueron EGTA, buffer
lento de Ca?t, y BAPTA, buffer rapido de Ca’?t (ver Apéndice [A| para més detalles
sobre estos compuestos). Se sabe que ambos compuestos compiten por el Ca?T citosélico
y bajan su concentracion libre lo que resulta en una disminucién de la fluorescencia
ligada a indicadores de Ca?T citosélico. Se inyectaron ovocitos con Fluo-5N AM y dos
horas maés tarde se colecté la fluorescencia con el microscopio confocal utilizando un
objetivo 10x para tener un campo de visién més amplio y asi observar una regién més
grande del ovocito. Se adquirié la fluorescencia de una region de 512 x 512 pixeles con
zoom 1x lo que equivale a una regién escaneada de 1280 x 1280 um?. Para evaluar si

los buffers afectan la fluorescencia del Fluo-5N AM en el interior del ovocito, se midié
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la fluorescencia media en la regién de adquisicién, (F') y su dispersion, antes de inyectar
cualquier buffer. Se repitié este procedimiento en el mismo ovocito pero luego de haber
inyectado alguno de los buffers citosélicos. Una segunda inyeccion se realizé para au-
mentar la concentracién de buffer en el citosol. Se pueden ver en las Figs. y los
resultados obtenidos para EGTA y BAPTA respectivamente.

L25r .
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0 500 1000 1500
EGTA [uM]

Figura 3.2: Fluorescencia media del indicador Fluo-5N AM al variar la concentracién
intracelular del buffer EGTA.

En la Fig. [3.2] se puede observar que la fluorescencia del indicador Fluo-5N AM no
se ve afectada significativamente por las sucesivas inyecciones del buffer EGTA. A pesar
de llegar a concentraciones intracelulares de EGTA de ~ 1500 M la fluorescencia no se
alteré. Al haber promediado la fluorescencia en una regién tan grande se espera que este
valor tenga un desvio grande como los que presentan los puntos del grafico de la Fig. [3:2]
Se muestran en la Fig. los resultados obtenidos para el buffer rdpido BAPTA. Al
igual que con el EGTA, la adicién de BAPTA en el citosol del ovocito no modificé la
fluorescencia del indicador Fluo-5N AM.

Si el indicador Fluo-5N AM estuviera sensando Ca?* citosélico entonces la adicién
de los buffers exdégenos deberia modificar su fluorescencia. El agregado de buffers que
compiten por el Ca?* resultaria en una disminucién en la concentracién de Ca?* ligado
al indicador que se traduciria en una disminucién de la fluorescencia en todo el ovocito.
Como esta disminuciéon de la fluorescencia no se observa en los datos presentados en
las Figs. y se descarta que la fluorescencia observada pueda deberse a que el
Fluo-5N AM esté ligando Ca?* citosélico. En todo caso, puede afirmarse que la mayor
contribucién a la fluorescencia del indicador Fluo-5N AM proviene de estar ligado a

Ca?* en un reservorio que no es el citosol.
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Figura 3.3: Fluorescencia media del indicador Fluo-5N AM al variar la concentracién
intracelular del buffer BAPTA.

3.3.3. Control con IP3 enjaulado

Otra forma de evaluar que el indicador Fluo-5N AM esté sensando Ca’T en el
interior del RE y no en el citosol es seguir su fluorescencia durante una liberacién de
Ca?t mediada por RIP3s. Estas liberaciones se traducen en aumentos en la fluorescencia
al usar indicadores citosélicos como el Fluo-4 o el Rhod-2 ya que la [Ca?"] aumenta en
el citosol durante una liberacién. Se produce por lo tanto una disminucién de la [Ca?*]
dentro del RE que deberfa traducirse en una disminucién de la fluorescencia al usar un
indicador luminal. Con el objetivo de observar este comportamiento para el indicador

Fluo-5N AM se realizé el siguiente control.

Se realizé un experimento en el cual se comparé el comportamiento de la fluores-
cencia del indicador Fluo-5N AM en dos casos. En el primer caso se inyecté solamente el
indicador mientras que en el segundo caso se inyecté ademés IP3 enjaulado. En ambos
casos la concentracién intracelular del Fluo-5N AM fue de 92 uM y en el caso del ovocito
inyectado con IP3 enjaulado la concentracién intracelular de éste fue de 9 uM. Se expuso
a ambos ovocitos a un estimulo UV breve (duracién ~ 300 ms) mientras se adquirfa la
fluorescencia del Fluo-5N AM con el microscopio confocal (con un objetivo 60x) en mo-
do line-scan para tener mas resolucion temporal. En ambos casos se escanearon lineas
de 250 pixeles utilizando un tiempo por pixel de 10 us lo que resulté en un tiempo por
linea adquirida de 3.26 ms. Los resultados obtenidos para este experimento se muestran
en la Fig. 3.4

Se grafica en la Fig. [3.4]la evolucién temporal de la fluorescencia promediada sobre la
linea de adquisicién (ver Apéndicepara mas detalle sobre este promedio) y normalizada

respecto del méximo (Fy) para los dos casos descritos anteriormente. La barra negra
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Figura 3.4: Evolucién temporal de la fluorescencia promediada (y normalizada) sobre

una linea de 250 pixeles para un experimento en el que se presenta un estimulo UV

breve que se indica con una linea negra en la parte inferior del gréfico. La traza gris

es un ovocito con Fluo-b5N AM vy la traza negra es un ovocito con Fluo-5N AM e IP;
enjaulado.

en la parte inferior del grafico indica el estimulo UV. La linea negra es la evolucién
de la fluorescencia del ovocito con IP3 enjaulado mientras que la linea gris es la del
ovocito sin IP3. A pesar de las fluctuaciones que ambos registros presentan a lo largo
del tiempo de la adquisicion, se ve una gran diferencia entre el ovocito con IP3 y el
ovocito sin IP3 luego del estimulo UV. En el primero (linea negra) se observa cémo
la fluorescencia decrece abruptamente luego del estimulo mientras que en el dltimo no
se observa esta disminucién. Esta disminucion rdpida y abrupta indica que lo que se
observa no es fotodano del fluoréforo (o bleaching) a causa del UV pues sélo se observa
en el ovocito con IP3. Cuando se fotolibera el IP3 enjaulado, se produce una disminucién
de Ca?* luminal. Esto provoca una disminucién en la concentracién de Ca?* ligado a
Fluo-5N AM alrededor de la regién de liberacién que se refleja en una disminuciéon de la
fluorescencia del indicador que permanece baja durante varios segundos. Esto se debe a
que, como se trata de una liberacién no localizada de Ca?*, la zona luminal observada
sufre una disminucién de Ca?* importante. Los mecanismos de reabsorciéon del Ca?*
luminal no son inmediatos y es por eso que se observa que la senal no recuperd su nivel
inicial durante el tiempo del experimento. El ovocito control (sin IP3 enjaulado) descarta
la posibilidad de que la disminucién de la fluorescencia del Fluo-5N AM se deba al pulso
UV de fotoliberacién.

El resultado de este control indica que el Fluo-5N AM se localiza dentro de algiin
reservorio intracelular en donde hay Ca?t y ademés hay RIP3s que permiten su liberacién
hacia el citosol. Combinando este resultados con el de los experimentos realizados en

presencia de buffers citosdlicos, se puede afirmar que el Fluo-5N AM estd sensando
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Ca?t dentro del RE o a lo sumo dentro de algiin otro reservorio de Ca’t que tenga

RIP3s en su superficie.

3.4. Imagenes estacionarias de las distintas estructuras del

ovocito

En esta seccién se combina el uso del Fluo-5N AM con el de otros indicadores
para observar y comparar cémo se distribuyen los distintos fluoréforos en el ovocito
en condiciones estacionarias. Este estudio tiene dos objetivos. Por un lado, contar con
un control adicional para verificar que el Fluo-5N AM se localiza en el lumen del RE
al comparar su distribucién con la de indicadores cuya localizacién en el ovocito es
conocida. Por otro lado permite cuantificar algunos de los aspectos que caracterizan la
geometria del lumen y la del citosol. En particular, se usa para determinar la relacién
area volumen del primero y el volumen del segundo, pardmetros de relevancia para el

modelo que se introducird en el Capitulo [4]

3.4.1. Citosol y lumen del RE

Con el objetivo de comparar la distribucion del indicador luminal con la de un
indicador citosdlico, en el interior del ovocito, se realizaron los siguientes experimentos.
En primer lugar se eligié un indicador citosélico cuya emisiéon fuera complementaria
a la del Fluo-5N AM para poder usarlos simultdneamente. E1 Rhod-2 es un indicador
de Ca?t citosdlico que satisface esta condicién. Se utilizé este indicador primero con
Fluo-4 y luego con Fluo-5N AM y se compararon las distribuciones de los dos pares
de fluoréforos dentro del ovocito. Las propiedades de los indicadores citosdlicos Fluo-4
(cuyas propiedades espectrales son andlogas a las del Fluo-5N AM) y Rhod-2 se detallan
en el Apéndice A.

Se muestran en la Fig. las imagenes obtenidas al inyectar los indicadores citosdli-
cos Fluo-4 y Rhod-2 en un mismo ovocito. Se presentan los canales correspondientes a
cada una de las emisiones y una imagen en donde se superponen ambos canales. Las con-
centraciones intracelulares de los indicadores en este experimento fueron [Fluo-4]|=37 uM
y [Rhod-2]=92 uM. Se adquirié la fluorescencia proveniente de un cuadro de 512 x 512
pixeles usando el objetivo 60x y con zoom 10x resultando en una regién escaneada

dentro del ovocito de 21 x 21 pum?.

Como se puede ver en las tres imédgenes de la Fig. ambos indicadores presen-

tan una distribucién similar dentro del ovocito. Ambos difunden en el citosol y emiten
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Figura 3.5: Distribucién espacial de dos indicadores citosélicos dentro del ovocito:
Fluo-5N AM (canal verde) y Rhod-2 (canal rojo). Imagen superpuesta de ambas dis-
tribuciones (canal amarillo).
fluorescencia al ligar Ca?t por lo tanto su fluorescencia proviene de la misma region
dentro de la célula. Las regiones oscuras que se observan en las 3 imagenes corresponden
a regiones en donde los indicadores no entraron, pueden ser granulos corticales, granulos
de pigmento o el interior de organelas intracelulares. Para cuantificar la colocalizacién
entre los dos indicadores, se calculd el coeficiente de correlacién de Pearson y se obtuvo
un valor de 0,44. Este valor puede parecer bajo pero debe recordarse que este tipo de
célculos provee una comparacion lineal. El Fluo-4 y el Rhod-2 tienen constantes de diso-
ciaciéon muy distintas, 770 nM y 2000 nM respectivamente. Mientras que en condiciones
basales puede esperarse que el Rhod-2 sea proporcional al Ca?T libre, esta condicién
no necesariamente se aplica al Fluo-4. Esto 1ltimo podria introducir una dependencia
no lineal entre las distribuciones de la fluorescencia de ambos indicadores que podria
resultar por lo tanto en el valor del coeficiente de correlacion obtenido a partir de los

resultados experimentales presentados.

A continuacién se repitié el experimento pero reemplazando el Fluo-4 por Fluo-
5N AM. Las imagenes obtenidas se muestran en la Fig. [3.6] En este experimento las
concentraciones de los indicadores fueron [Fluo-5N AM]|=92 yM y [Rhod-2]=92 uM y los
parametros de adquisicion de la fluorescencia fueron los mismos que para el experimento
anterior. La fluorescencia del canal verde (Fluo-5N AM) tiene una distribucién espacial
diferente de la fluorescencia del canal rojo (Rhod-2) como puede verse en las imégenes de
la Fig. Como en el experimento presentado en la Fig. el indicador Rhod-2 marca
Ca?? citosélico mientras que el indicador Fluo-5N AM est4 marcando Ca?* en algiin otro
reservorio intracelular. En este caso, se calculé nuevamente el coeficiente de correlacién de
Pearson para cuantificar la correlacién entre los dos canales de fluorescencia observados y
se obtuvo un valor de -0,017. Este valor indica que no hay correlacion entre las imagenes
provenientes de ambos canales. En la tercera imagen de la Fig. [3.6] en la que se muestra
la fluorescencia superpuesta de los dos canales se observa que algunas de las estructuras

que aparecen como discos oscuros en el canal del Rhod-2 se ven brillantes en el canal del
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Figura 3.6: Distribucién espacial de un indicador luminal (Fluo-5N AM en el canal
verde) y un indicador citosdlico (Rhod-2 en el canal rojo) en el interior de un ovocito.
Imagen superpuesta de ambas distribuciones.

Fluo-5N AM casi como si la distribucién espacial de los indicadores fuera complementaria

en esas regiones del ovocito.

Al comparar los resultados obtenidos para los dos experimentos presentados en
esta seccién se observa que la distribucién intracelular del indicador Fluo-5N AM es
distinta de la distribucién de los indicadores citosélicos Fluo-4 y Rhod-2. Las imagenes
presentadas en esta seccién junto con los resultados de los controles realizados en las
secciones[3.3.1],[3.3.2]y [3.3.3] prueban que el indicador Fluo-5N AM no esté quedédndose en

el citosol sino que su fluorescencia proviene de ligar Ca?* en otro reservorio intracelular.

3.4.2. Membrana y lumen del RE

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos al observar la distribuciéon in-
tracelular de un marcador de membranas y del Fluo-5N AM. Se muestran en la Fig.
iméagenes obtenidas luego de inyectar ovocitos con el indicador Fluo-5N AM y el mar-
cador de membrana del RE Dil. Las caracteristicas de este indicador se describen en
al Apéndice A. Se presentan en las imagenes de la Fig. los canales correspondien-
tes a cada una de las emisiones y una imagen en donde se superponen ambos canales.
La concentracién intracelular del Fluo-5N AM utilizada fue de 92 puM. Se adquirié la
fluorescencia proveniente de un cuadro de 512 x 512 pixeles usando el objetivo 60X con

zoom 10x resultando en una regién escaneada dentro del ovocito de 21 x 21 um?.

El canal del Fluo-5N AM (canal verde) presenta estructuras grandes y rellenas y
otras regiones mas ruidosas y fuera de foco. Algunas de estas regiones parecen estar
conectadas en la imagen y otras aisladas. El canal del Dil (canal rojo) presenta un
patrén de marcado irregular con distintas estructuras similares a las descritas en [79)

y en [80] en donde el mismo indicador se utilizé6 para marcar la membrana del RE.
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Figura 3.7: Distribucién espacial del indicador luminal (Fluo-5N AM en el canal verde)
y de un marcador de membrana (Dil en el canal rojo) en el interior de un ovocito. Imagen
superpuesta de ambas distribuciones.

Algunas de estas estructuras del canal del Dil parecen encerrar volimenes cilindricos
o esféricos. La membrana del RE no es una estructura chata sino méas bien una red
de tibulos y cisternas distribuidos en un gran volumen citosélico [81]. El Dil permite
distinguir ciertas estructuras internas pero a causa de la distribucién del reticulo y de
su morfologia, no se puede afirmar si los espacios oscuros en la segunda imagen de
la Fig. son granulos que estan en el citosol, espacios internos del reticulo u otras
estructuras internas del ovocito. Observando la imagen de los dos canales superpuestos
en la Fig. se puede ver que algunas de las estructuras que aparecen oscuras en el
canal del Dil estan brillantes en el canal del Fluo-5N AM. El marcador de RE parece
estar marcando el borde de dichas estructuras mientras que el Fluo-5N AM parece estar
marcando su interior. Puede observarse también que hay sectores del ovocito que no estan
marcados por ninguno de los indicadores. La senal del Fluo-5N AM permite discernir
cuales de los espacios oscuros en la senal del Dil corresponden a granulos y cuéles al

interior del reticulo.

Para las imagenes de la Fig. se realizé nuevamente el calculo del coeficiente
de correlacién de Pearson y se obtuvo el valor 0.057. Este valor indica que no existe
correlacién entre la fluorescencia del canal verde y la del canal rojo como también puede
observarse en las imagenes. Los dos indicadores no colocalizan dentro del ovocito. El Dil
estd sobre la membrana del RE (una estructura bidimensional) mientras que el Fluo-
5N AM est4 ligado al Ca?t dentro de un reservorio tridimensional que parece estar

encerrado y delimitado por esta membrana.

3.4.3. Estimacion de areas y voliimenes intracelulares

Una vez que se determiné que el indicador Fluo-5N AM marcaba efectivamente el
Ca?T luminal contenido en el interior del RE, se lo utilizé nuevamente en conjunto con

el indicador citosdlico Rhod-2 para estimar la relacién entre los volimenes del citosol y
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del lumen. Para tal fin se adquirieron imagenes similares a las presentadas en la Fig.
pero de 100x100 pixeles. El resto de los parametros de adquisicién se mantuvieron para
obtener nuevamente la fluorescencia del indicador luminal en un canal de deteccién y
la del indicador citosdlico en el otro canal de deteccién. Para determinar el ntimero de
pixeles luminales y citosélicos en cada imagen se eligié primero un umbral 7' definido
respecto de la fluorescencia media de cada imagen (F') (ver Apéndice [Bf) y de su desvio
estandar o como T = (F') + 30. De esta forma, se contaron los pixeles mas brillantes
provenientes del canal del Rhod-2 y del canal del Fluo-5N AM a los que se denominé
pixeles citosdlicos y luminales respectivamente. Se analizaron 37 pares de imégenes (cada
imagen se forma con dos canales de fluorescencia) en las cuales se hallé que el 36 % de

los pixeles eran pixeles citosélicos y el 25 % eran luminales.

Con el fin de de estimar la relacién entre el drea y el volumen del RE en los ovocitos,
se utilizaron las imagenes presentadas en la Fig. En estas imédgenes se contaron
los pixeles més brillantes de cada canal de fluorescencia de la misma forma que se
describié anteriormente para obtener una relacion entre los pixeles correspondientes a
la membrana del RE y a su lumen. En este caso el umbral utilizado para seleccionar
los pixeles fue calculado como 7" = (F) + 50. Suponiendo que las intersecciones de
la membrana del RE y de su lumen con el plano de la imagen son unidimensional y
bidimensional, respectivamente, se considerd que la fraccion de pixeles que correspondia
a cada una de estas regiones podia ser utilizada para estimar el cociente entre el area
y el volumen del RE (en pixeles). Suponiendo ademds que los pixeles de la membrana
del RE estaban sobre estimados en la imagen a causa de que la resolucién lateral del
microscopio confocal es 4 veces més grande que el tamano de pixel utilizado se dividié
a ese numero de pixeles por 4. De esta forma se obtuvo un cociente de ~ 1/5 en pixeles

que corresponde a un cociente entre drea y volumen de ~ 5 um 1.

3.5. Estimacién de la recarga del Ca?" luminal

En esta seccién se estudia la recarga de Ca?t dentro del lumen del RE luego de
una liberacién prolongada. Como antes, los objetivos son dos: por un lado, mostrar
nuevamente que el Fluo-5N AM marca el Ca?* dentro de un reservorio intracelular vy,

por el otro, cuantificar la tasa a la que el Ca?* reingresa en dicho reservorio.

3.5.1. Experimentos de liberacién de Ca?" prolongada

Se investigé el efecto sobre la dindmica del Ca?* luminal de un estimulo UV maés

largo que el utilizado en el experimento mostrado en la Fig. Las concentraciones
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intracelulares de los compuestos utilizados en este tipo de experimento fueron [Fluo-5N
AM]=74 pM o 92 pM y [IP3]=9 pM. Se adquirié la fluorescencia proveniente de un
cuadro de 256 x 256 pixeles usando un objetivo 60x con zoom 1x resultando en una
regién escaneada dentro del ovocito de 105 x 105 pum?. El estimulo UV se presenté 20
segundos después de haber comenzado la adquisiciéon. A diferencia del estimulo breve
utilizado en los experimentos control presentados en la Fig. [3.4] en este caso el estimulo

UV durd hasta varios minutos.

Se computo la fluorescencia media de cada cuadro que luego se normalizd respecto
del méximo para obtener (Fy). En la Fig. se presentan dos resultados de este tipo de
experimentos en donde se grafica (Fiy) en funcién del tiempo. Se muestra en la Fig. [3.§ A
la fluorescencia media normalizada para cada cuadro como funcién del tiempo para un
experimento en el cual la duracion del estimulo UV fue de 9 minutos. La barra en la
parte superior del gréafico indica el estimulo UV y el ancho de la barra representa su
intensidad. (Fy) decrece abruptamente luego de que comienza el estimulo al igual que
lo que sucedia en el gréafico de la Fig. La fluorescencia permanece casi constante a
aproximadamente 70 % de su valor inicial luego de esta caida y mientras se mantiene
el estimulo de fotoliberacion del IP3 enjaulado. Apenas se apaga el estimulo UV la
fluorescencia del indicador luminal comienza a recuperarse. Con el fin de estudiar esta
fase de recuperacion, se realizaron més de estos experimentos en donde el estimulo
fue una exposicién UV mds breve pero mds intensa. Se muestra en la Fig. 3.8 B el
grafico de la fluorescencia media normalizada como funcién del tiempo para uno de
estos experimentos. En este caso el estimulo se presenté durante aproximadamente 1
minuto.
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Figura 3.8: Evolucién temporal de la fluorescencia media normalizada del Fluo-5N
AM sobre un cuadro. A Estimulo prolongado (barra en la parte superior) con [Fluo-
5N AM]=92 uM. B Recuperacién de la fluorescencia luego de un estimulo intenso con
[Fluo-5N AM]=74 pM.
El gréfico de la Fig. B muestra que durante el tiempo en el cual se presenta el
estimulo UV (Fy) decrece aproximadamente al 40 % de su valor inicial. Esto refleja la
deplecién parcial del Ca?t luminal durante una liberacién prolongada y global a través

de los RIP3s. Luego de que se apaga el UV la fluorescencia comienza a recuperarse. Esta

recuperacion presenta dos fases, una fase inicial que parece ser rapida y exponencial
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y una fase mas lenta y lineal. La recuperacién ocurre en una escala temporal mucho
més lenta que la deplecién de Ca®t inducida por el IP3 observada al inicio del registro

temporal.

3.5.2. Modelo simple para la recarga del Ca?" en el RE

Se presenta un modelo muy simple para relacionar la fluorescencia F' del indicador
Fluo-5N AM con la concentracién media de Ca?t luminal en la regién de observacién
([Ca]) durante el proceso de recarga del Ca?* al RE luego de una liberacién global. En
este modelo Ca es el Ca?™ libre, CaD es el Ca?* ligado al indicador (o dye) y CaB es el
Ca?* ligado a buffers luminales. La concentracién total de Ca?t en el lumen es entonces
[Calr = [CaB] + [CaD] + [Cal. Si se supone que la concentraciéon de Ca?* ligado a
indicador [CaD] es proporcional a la concentracién de Ca? libre [Ca] (suponiendo que
el Ca?t y el indicador estan en equilibrio y lejos de la saturacién y que lo mismo ocurre
para el Cat y los buffers luminales) y que a su vez la fluorescencia del indicador F' es

proporcional a [CaD] se tiene que:
[CaD] = ap[Cal, [CaB] = ap|[Ca], F = f[CaD)] (3.1)

Por lo tanto, se puede vincular la fluorescencia en un pixel con la concentracion de
Ca?* libre como F = Bap|Ca] y su variacién en el tiempo con una variacién en la
concentracién de Ca?* libre luminal como:

oF

o Bap d[Cad] '

ot

(3.2)

Se considera entonces que la fluorescencia media (F) es una medida del Ca’* libre
luminal dentro del volumen del RE observado, V', el que estd delimitado en algunas
direcciones por la membrana del RE (de drea A) y que tiene espesor igual a la resolucién
axial del microscopio (~ 1 um) en la direccién perpendicular a la del plano de la imagen
(ver esquema en la Fig. del Capitulo . Se define la concentracién media de Ca’t

libre luminal en ese volumen como:

<W@=;AWW% (3.3)

([Ca]) puede variar a causa de flujos que entran o salen de V' a través de A o desde
dentro del lumen del RE. Como se quiere analizar el proceso de recaptura del Ca’*,
se considera que, pasado un transitorio donde pueden estar operando flujos luminales
de caracter difusivo tendientes a uniformizar espacialmente la concentracién luminal, el

actor principal del proceso subsiguiente durante el que se restablecen los niveles originales
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de Ca?* luminal esté constituido por las bombas SERCA localizadas en la superficie del
RE (A). Se supone que la dindmica de las bombas es lo suficientemente lenta de forma
tal que [Cal, [CaB] y [CaD] estéan en equilibrio en la escala temporal de las bombas.

Por lo tanto, se tiene que [Car| = (ap + ap + 1)[Ca] y:

d([Car])

8t recarga

d3r

:‘1/(043+aD+1)/ 9Ca]

1 5 .
= — ] -dS =J ,
L ot % /AJSERCA SERCA

(3.4)
donde Jsgrca es el flujo de Ca?t a través de las bombas SERCA. Este modelo puede

recarga

explicar la parte de la recuperacién mostrada en la Fig. 3.8 B que depende linealmente
del tiempo. La recuperacion que la precede, de dependencia exponencial, seria la debida

a flujos luminales difusivos como se menciona anteriormente.

3.5.3. Estimacién del flujo de recarga

La evolucién temporal de la fluorescencia del indicador luminal mostrada en la
Fig. refleja el comportamiento de toda la region escaneada ya que cada punto del
grafico representa el promedio espacial sobre todo el cuadro adquirido para un dado
tiempo. Dado que el Ca?t luminal no estd homogéneamente distribuido dentro del RE
y tampoco lo estd el RE dentro de la célula [82], se puede estar perdiendo informa-
cién espacial al estar promediando la fluorescencia sobre la regién de 105 x 105 pm?
escaneada. Para estudiar la recuperaciéon del Ca?* luminal dentro del RE luego de una
liberacién con més detalle, se dividi6 a cada cuadro en 16 sub-regiones (de 64 x 64 pixeles
0 26 x 26 m?) y se analiz6 su fluorescencia media en el tiempo. A pesar de la heteroge-
neidad ya mencionada, el comportamiento cualitativo observado fue el mismo en todas
las sub-regiones y similar al descrito en la Fig. [3.8 B. Solamente el valor de la intensi-
dad de fluorescencia y el tiempo de recuperacién cambiaron entre algunas sub-regiones.
Para cuantificar esta heterogeneidad, se analizaron las sub-regiones de 10 experimentos

distintos realizados en las mismas condiciones ([Fluo-5N AM|=74 uM y [IP3]=9 uM).

Con el fin de cuantificar el proceso de re-captura del Ca?T a través de las bom-
bas SERCA, se enfocé el andlisis en la recuperacién de la fluorescencia luego de que
se remueve el estimulo de liberacion de IP3. En particular, se analizé la fase lineal de
la recuperacién de la fluorescencia para cada sub-regién. Se ajusté una funcién lineal
a la recuperaciéon de la fluorescencia en cada sub-region de cada experimento. De es-
ta forma se obtuvo una estimacién de la tasa de recuperacién de la fluorescencia en
cada sub-regién. Se seleccionaron los mejores ajustes (R? > 0,9). Se estimé también

la fluorescencia basal media de cada sub-regién (Fy) (ver detalle de este célculo en el

Apéndice .
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Para vincular la tasa de recuperacién de la fluorescencia estimada a partir de los
datos experimentales con el modelo presentado en la seccién anterior para la recarga del
Ca%" en el RE se puede usar (F}) y la Ec de la siguiente forma:

1 O(F)

AFY 1 3{Ca)
(Fy) ot

recup [Ca} basal ot

1

=—/J . 3.5
recarga [C’a]basal SERCA ( )

Si se grafican los valores % en funcién de los valores (Fp) para cada una de las

recup
mediciones de las sub-regiones y se ajusta este grafico con una funcién lineal se puede

obtener una estimacién del cociente entre el flujo Jsproa y la concentracién basal de
Ca?*t luminal [Ca]pesqe;. Considerando estimaciones previas [83] de la concentracién basal
de Ca?* luminal (200 uM < [Ca]pasar < 1 mM), se puede por lo tanto estimar Jsprca-
La estimacion del flujo a través de las bombas durante la recarga a partir de los datos

experimentales y del rango para [Ca]pesar €5 0,08 uMs™' < Jsprea < 0,4 pMs™L.

3.6. Discusion

Se realizaron distintos controles para probar la eficiencia del Fluo-5N AM como
indicador luminal en ovocitos de Xenopus laevis. En primer lugar, se evalué la carga
del indicador dentro de la célula (Fig. . Luego de determinar que la carga de este
indicador presentaba un retraso temporal consistente con la idea de que para fluorescer
el Fluo-5N AM debia lograr entrar al RE y ligar Ca?* luminal, se realizaron controles
utilizando buffers citosélicos. Como se vio que ninguno de los dos buffers utilizados
(EGTA y BAPTA) modificaron los valores de fluorescencia del Fluo-5N AM registrados
en el ovocito, se concluyé que este indicador no esta difundiendo en el citosol sino
que esta sensando Ca?t en otra regién de la célula. Atn si alguna fraccién del Fluo-
5N AM estuviera en el citosol, la contribucién de esta fracciéon a la fluorescencia total
colectada no seria significativa a causa de la baja constante de disociacién Ky del Fluo-
5N AM [76]. Finalmente, se comparé la dindmica de la fluorescencia del Fluo-5N AM
luego de presentar un estimulo UV con y sin IP3 enjaulado. Se observé que el registro
correspondiente al ovocito que tenia IP3 presentaba una marcada disminuciéon en la
fluorescencia luego del estimulo de fotoliberacién del IP3 mientras que el UV no modificé
la fluorescencia del Fluo-5N AM en el ovocito sin IP3. A partir de este control se pudo
afirmar por lo tanto que el indicador Fluo-5N AM estaba sensando Ca?* en un reservorio
intracelular que posee RIP3s en su membrana. Se compararon luego la distribucién
espacial del Fluo-5N AM con las de indicadores citosdlicos (ver Figs. y y de
un marcador de membranas (ver Fig. . Se mostré que la distribucién espacial del
indicador Fluo-5N AM dentro del ovocito no colocaliza con la de otro indicador citosélico

ni con la del marcador de membrana. Luego de realizar estos controles, se puede afirmar
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que la fluorescencia del indicador Fluo-5N AM no proviene del citosol ni de la membrana

del RE sino del lumen del RE en donde sensa Ca2t luminal.

Las imégenes obtenidas al marcar el lumen y la membrana del RE confirman resul-
tados previos [81] que indican que en los ovocitos de Xenopus laevis este reservorio ocupa
un volumen considerable. El patrén de marcado del Dil y el del Fluo-5N AM muestran
que la fluorescencia de ambos indicadores no colocaliza. El Dil marca la membrana del
RE mientras que el Fluo-5N AM marca su volumen interno. El uso de ambos indicadores
simultaneamente permite obtener informacién acerca de la forma y la morfologia del RE
en ovocitos. En estas células el RE tiene un volumen significativo y no es solamente una
red de membranas conectadas. A partir de las observaciones experimentales realizadas
se estim6 que algunas de las estructuras del RE tienen forma cilindrica con un didmetro
medio de 2 pm. Se estimé utilizando estas observaciones el cociente entre el area y el

volumen del RE en los ovocitos y se obtuvo el valor ~ 1/5 (en pixeles).

Luego de probar que el Fluo-5N AM es un indicador de Ca?* luminal viable en
ovocitos de Xenopus laevis, se lo utilizé para evaluar la dindmica de recarga del Ca?*
luego de una liberacién. Se fotoliber6 el IP3 enjaulado con un estimulo largo e intenso
de luz UV para tener un evento de liberacién de Ca2* global. El grafico de la Fig. A
es muy similar a los resultados presentados en [84] para la evolucién del Ca?t luminal
en células acinares pancredticas estimuladas con acetilcolina. En ese caso, la acetilcolina
evoca un descenso en el Ca?T luminal que dura todo lo que dura la presentacién del
estimulo de acetilcolina. Luego de que se remueve el estimulo, el Ca?t luminal se recupera
de la misma forma que se recupera la fluorescencia del Fluo-5N AM en la Fig. A.
Esto presenta otra evidencia de que este indicador esté efectivamente sensando cambios
en el Ca?t luminal. Para analizar la recarga del Ca?t en el RE se utilizé6 ademds un
modelo simple para vincular la fluorescencia del Fluo-5N AM con la concentraciéon de
Ca?" luminal en la regién adquirida. Se consideré que luego de una liberacién global el
Ca?* luminal aumentaba, después de un transitorio breve, tinicamente a causa del flujo a
través de las bombas SERCA ubicadas en la membrana del RE. Se utilizé la fluorescencia
basal y estimaciones previas de la concentracién basal de Ca?t luminal para obtener un
rango para el flujo de Ca?* a través de las bombas SERCA: 0,08 uMs~' < Jsprca < 0,4
uMs~t. Se puede comparar este rango con la estimacién tedrica presentada en [85, [86].

Los autores proponen que se puede estimar Jgprca como:

JsErRCA = (K‘S/Sf- C) (Cle), (3.6)

Donde ¢ es la concentraciéon de Ca®* citosélica, c. es la concentracién de Ca?* luminal,
Ve =120 pM?s™' y Kg = 0,18 M. Si se considera que ¢ = 100 nM y el rango 200 puM-1
mM para c, se obtiene por lo tanto a partir de la Ec. 0,04 uMs™' < Jsproa < 0,21
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puM s~ Tanto el rango estimado experimentalmente como el flujo propuesto por los

autores de [85] son consistentes.



Capitulo 4

Dindmica del Ca?t luminal y
citosolico durante el inicio de la

liberacién de Ca’t a través de los
RIPgS

4.1. Resumen

En este capitulo se exploran la dindmica temporal del Ca?* luminal y citosélico
simultaneamente en ovocitos de Xenopus laevis. Haciendo uso del indicador luminal
caracterizado en el Capitulo |3 se realizaron experimentos para observar Ca?t luminal
y citosélico en simultaneo. Para interpretar los resultados experimentales se desarrolld
un modelo simple que permite analizar los flujos de Ca?*t en los primeros instantes de
una liberacion. Combinando las observaciones experimentales obtenidas y el modelo se
concluyé que existe un mecanismo rapido que garantiza la disponibilidad de Ca?* libre
en el lumen aun cuando una senal relativamente grande es evocada. Comparando la
dindmica de Ca?T citosélico y luminal durante una liberacién de Ca? se estimé que son
consistentes con el hecho de que hay un 80 % de Ca?* luminal ligado a buffers. La rapida
disponibilidad de Ca?* libre se relaciona con la observacién experimental presentada en
el Capitulo [3| de que el lumen ocupa un volumen considerable en varias regiones de la

imagen.

52
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4.2. Marco general y motivacion

Como ya se mencion6 en el Capitulo [3| el Ca?* luminal moldea la dindmica de las
sefiales intracelulares de Ca?"T mediadas por RRis [36, 65, 87, [66]. Para este tipo de
senales, el Ca?t luminal estd directamente involucrado en la terminacién de los even-
tos elementales de liberacién denominados sparks de Ca?*t. Se ha observado que existe
una deplecién local y rdpida de Ca?* luminal correspondiente (que se denomina blink
de Ca?") en la vecindad de un RRi abierto [87]. Estos eventos se han observado en
células donde el SR forma microdominios en forma de cisternas. Esta deplecién local
puede disminuir la probabilidad de apertura de los canales y puede llevar también a una
disminucién de la corriente a través del canal. El rol del Ca?* luminal en la cinética de
las sefiales de Ca?* mediadas por RIP3s no ha sido estudiado en tanto detalle. Es de
esperarse que el Ca?T luminal juegue un rol importante en la dindmica de las sefales
evocadas por RIPgs. En particular, las observaciones de [70] muestran que modulacio-
nes en la recarga del reticulo potencian los eventos globales de liberaciéon a través de

receptores de RIP3s y aumentan la frecuencia de pulffs.

Con el fin de avanzar en este aspecto, se quiere investigar la dindmica del Ca?*
luminal durante un evento de liberacién mediado por RIP3zs. Luego de probar en el
Capitulo [3] que el protocolo de carga del indicador Fluo-5N AM es efectivo y de validar
la hipétesis que este indicador marca Ca?* luminal y sigue su dindmica, se lo utilizé
para seguir la dindmica del Ca?* durante los eventos de liberacién mediados por RIP3s.
En el Capitulo [3] se mostraron los primeros resultados de estos experimentos en donde
se analizé la dindmica temporal del Ca?* luminal durante la recarga del RE a través de
las bombas SERCA. Se cuantificé la tasa de recarga a partir de los datos experimentales
y de un modelo simple. En este capitulo se utiliza el indicador Fluo-5N AM nuevamente
para seguir la dindmica del Ca?* luminal e investigar su rol durante las sefiales. Con el
fin de seguir en simultaneo el Ca?* luminal y el citosélico se utilizé ademéas un indicador
citosélico. El indicador citosélico mas comiinmente usado para observar sefiales de Ca®*t
en ovocitos es el Fluo-4 [51]. Este fluor6foro comparte las propiedades espectrales con el
indicador luminal Fluo-5N AM. Por este motivo es imposible utilizar ambos indicadores
durante un experimento ya que seria imposible distinguir sus contribuciones a la fluo-
rescencia en cada pixel de la imagen. Se utilizé por lo tanto el indicador Rhod-2 para

seguir al Ca?* citosélico durante las sefiales.
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4.3. Observacién simultianea de la dindmica del Ca?t lumi-

nal y citosdlico durante una liberacién

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos al usar simultdneamente el
indicador luminal y un indicador citosélico para estudiar la dindmica temporal del Ca’t
durante un evento de liberacién a través de los RIP3s. En la Seccién [3.5]del Capitulo [3]se
mostraron los resultados de seguir la evolucién del Ca?* luminal luego de una liberacién
intensa y global. La variacién de 30 % en la (Fy) del Fluo-5N AM después del estimulo
que se mostré en la Fig. A del Capitulo [3| no parece ser equivalente a los cambios
que se observan usualmente durante una sefial de Ca’t cuando se la observa desde el
lado citosélico. Para explorar este aspecto de la dindmica del Ca?t luminal, se realizaron
una serie de experimentos en los que se adquirié simultdneamente la fluorescencia del
indicador citosélico Rhod-2 y del indicador luminal Fluo-5N AM durante un evento de

liberacién de Ca?* para estimulos de fotoliberacién de IP3 prolongados.

4.3.1. Experimentos de liberacion prolongada

Se describen a continuacion los experimentos en los cuales se observé la dindmica
del Ca?* luminal y citosélico simultdneamente durante un evento de liberacién evocado
fotoliberando de manera continua IP3 dentro de los ovocitos. Se utilizaron ovocitos
inyectados con el indicador luminal Fluo-5N AM y con el indicador citosdlico Rhod-2.
Estos indicadores de Ca?* pueden ser utilizados en una misma célula ya que sus espectros
de emisién estdn bien separados (ver Apéndice [A]). De esta forma se pueden seguir
simultdneamente las variaciones del Ca?* luminal y citosélico observando la fluorescencia
de ambos indicadores. Como en los experimentos presentados en capitulos anteriores, se
evocaron las liberaciones de Ca?*t a través de RIP3s fotoliberando IP3 enjaulado dentro
del ovocito. En los experimentos presentados en esta seccidon las concentraciones de
Fluo-5N AM, Rhod-2 e IP3 enjaulado fueron de 15 uM, 68 uM y 7 uM respectivamente.
La fluorescencia de los indicadores se adquirié con el microscopio confocal (usando un
objetivo 60x) y se utilizaron los ldseres de 488 nm y 543 nm para excitar al Fluo-5N
AM y al Rhod-2 respectivamente. El compuesto enjaulado se fotoliberd con exposiciones
UV de muy baja intensidad y prolongadas. Los canales de emisién de los fluoréforos se
procesaron primero para eliminar posibles efectos no deseados de sangrado del canal del
Rhod-2 en el canal del Fluo-5N AM (ver Apéndice [B| para més detalles). Se adquirié
la fluorescencia proveniente de un cuadro de 100 x 100 pixeles con zoom 1x resultando
en una regién escaneada dentro del ovocito de 41 x 41 pum?. Se realizé este tipo de
experimento 37 veces en 10 ovocitos distintos. Se presentan a continuacién los resultados

obtenidos y su analisis.
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4.3.2. Variacién de la fluorescencia de los indicadores luminal y ci-

tosélico durante una liberacién de Ca*t

Para cuantificar el comportamiento tanto del Ca?* luminal como citosélico duran-
te los eventos de liberacién, se analizé la fluorescencia de los dos indicadores en cada
cuadro. Para ello, se trabajé con el valor medio de la fluorescencia sobre todo el cuadro
(F) (ver detalle de este calculo en el Apéndice [B]). De esta forma se obtienen para cada
tiempo t los valores (Friuo—5n) ¥ (FRrod—2) que representan la fluorescencia media del
Fluo-5N AM y del Rhod-2 sobre todo el cuadro adquirido. Se muestran en las Figs.
y los resultados de uno de estos experimentos en donde se observa una liberacién
de Ca?* con los dos indicadores. En ambos casos se grafica la fluorescencia media so-
bre todo el cuadro en funcién del tiempo y se indica con una barra negra en la parte
superior del grafico el estimulo UV de fotoliberacion. El ancho de la barra indica que

en este caso el estimulo UV de fotoliberacion fue de baja intensidad. En la Fig.
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Figura 4.1: Evolucién temporal de la fluorescencia media (promedio sobre un cuadro)

del Fluo-5N AM durante una liberacién prolongada. La barra en la parte superior del

grafico indica el estimulo UV de fotoliberacién. El recuadro muestra una ampliacién en
donde se esquematiza el calculo de la variacién de la fluorescencia.

se muestra la evolucién de la fluorescencia media del Fluo-5N AM en presencia de un
estimulo UV prolongado que se enciende ~ 50 s después del inicio de la adquisicién y se
deja durante el resto del experimento. La Fig. [£.2] muestra la evolucién de la fluorescen-
cia media del Rhod-2 correspondiente. Luego de que la fotoliberacién del IP3 enjaulado
comienza, se genera un evento global que provoca una gran liberacién de Ca?* desde
el RE hacia el citosol. Se produce por lo tanto una disminucién abrupta de la fluores-
cencia del indicador luminal y un aumento de la fluorescencia del indicador citosdlico.
Comparando ambas figuras, sin embargo, se puede observar que en el canal del Fluo-
5N AM los cambios son mucho méds moderados que en el canal del Rhod-2 (notar la

diferencia de las escalas verticales entre los gréaficos de las Figs. y . Se observa
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Figura 4.2: Evolucién temporal de la fluorescencia media (promedio sobre un cuadro)

del Rhod-2 durante una liberacién prolongada. La barra en la parte superior del grafico

indica el estimulo UV de fotoliberacion. El recuadro muestra una ampliaciéon en donde
se esquematiza el calculo de la variacién de la fluorescencia.

también que luego de una elevacién inicial muy rapida y marcada, la fluorescencia del
Rhod-2 eventualmente decrece ain si el estimulo UV sigue encendido. La fluorescencia
del Fluo-5N AM también decrece de forma menos abrupta a la bajada inicial que se
produce apenas empieza la fotoliberaciéon del UV. Este comportamiento se observé en
todos los experimentos realizados en donde los cambios en la fluorescencia del Rhod-2
siempre fueron m&s importantes que los cambios en la fluorescencia del Fluo-5N AM.
Este comportamiento puede deberse a intercambios de Ca?t que ocurren con regiones
fuera de la regién de adquisicion que se estd observando. Si bien se puede asumir que
existen estos intercambios, es poco probable que este acoplamiento espacial ocurra justo
después del inicio de la fotoliberacion del IP3 enjaulado. Por lo tanto, durante los pri-
meros instantes luego del inicio de la fotoliberacion se pueden comparar las variaciones
de la fluorescencia del Fluo-5N AM y del Rhod-2 despreciando estos intercambios con
otras regiones. Con el fin de tener una comparacion cuantitativa de las variaciones del
Ca?* tanto en el lumen como en el citosol inmediatamente después de que se presenta
el estimulo UV de fotoliberacién, se computaron las variaciones en la fluorescencia de
ambos indicadores en estos primeros instantes como se indica en los recuadros de las
Figs. {.1] y [£:2] Se estimaron las variaciones en la fluorescencia primero en el canal del
Rhod-2. Se consider para esta variacién el cambio que ocurre en la curva de (Frpod—2)
desde el nivel basal al pico como se observa en el recuadro de la Fig. Se calcul6 el At
correspondiente y luego se estimé a partir de ese At el A(Fpy,0—5n) a partir de los datos
del canal del Fluo-5N AM. Se calculé también la fluorescencia media basal (F}) antes
del estimulo UV para los dos indicadores (ver detalle en el Apéndice . Se computaron
A(F) A(F)

de esta forma los cocientes ﬁ‘ T‘ y los valores medios basales para los 37
R2 R2

experimentos analizados. Luego de juntar todos los datos correspondientes para cada
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indicador, se calculé el valor medio de todos los valores obtenidos y se derivaron las es-
. . A(F — A(F _
timaciones ﬁ% s 1,551y W%)% s —0,0023 s~ ! para Rhod-2 y Fluo-5N

AM respectivamente.

4.4. Modelo para las variaciones de Ca?" y la fluorescencia

Se presenta en esta secciéon un modelo para interpretar las observaciones experi-
mentales realizadas. El modelo tiene en cuenta la dindmica del Ca?"T a ambos lados de
la membrana del RE durante una liberacion mediada por RIP3s y vincula sus cambios

temporales con variaciones en la fluorescencia de los indicadores.

4.4.1. Dinamica del Ca?t a ambos lados de la membrana del RE du-

rante una liberacién mediada por RIP3s

A continuacién se presenta un modelo simple que se desarroll6 para describir y expli-
car las caracteristicas principales de la dindmica temporal del Ca?* citosélico y luminal
obtenida en los experimentos de la seccién anterior. En este modelo se considera que tan-
to en el lumen como en el citosol el Ca?* puede estar libre, ligado al fluoréforo o ligado
a buffers endégenos. Se denomina Ca al Ca?* libre, CaD al Ca?* ligado al fluoréforo y
CaB al Ca?t ligado a buffers. La concentracioén total de Ca?T en el lumen del RE como en
el citosol puede por lo tanto expresarse como [Ca(TL’C)] = [CaB"9)4[CaD O]+ [Call9)]
en donde los superindices (L, ¢) indican Ca?" luminal o citosélico respectivamente. Pa-
ra poder comparar el modelo con las observaciones experimentales, se promedian las
concentraciones sobre un volumen luminal (V) o citosélico (V) que no necesariamente

abarca todo el volumen de estos reservorios. Se define la derivada temporal del promedio

de la concentracién total de Ca?T en cualquiera de estos volimenes como:

[Cag) _ 1 / olCay ) 1)
%7

ot Vie ot

con expresiones equivalentes para las otras concentraciones ([CaB9)], [CaD"9)] y
[Cat9)]). Los volimenes (parciales), Vi, o V., estén limitados por un area comin, A,
que corresponde a la membrana del RE. Se dice que los volimenes V7, o V. son parciales
porque se quiere conectar el modelo con los resultados experimentales y las imédgenes
experimentales no abarcan toda la célula sino solamente la regién de observacién. Por
lo tanto, los volimenes observados estan parcialmente rodeados por otra drea que es un
artefacto de la medicion y que estd determinada por el tamano finito de la imagen como

se puede ver en el esquema de la Fig. En este esquema se representa una regién de
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observacién en donde hay volimenes pertenecientes al lumen del RE (en verde) y areas
perteneciente a la membrana del RE (en rojo). En esas dreas de intercambio se localizan
los RIP3s y las bombas SERCA. Se considera que las variaciones en el Ca?* luminal
y citosélico durante un evento provienen mayoritariamente de la liberacién de Ca?* a
través de los RIP3s y de la difusiéon como se modela en las Ecs. y

L
W b _éL </A,;RIP3 dS — » (DoaV[Ca(L)]
+ DpV[CaBW)] _|_DDV[CGD(L)]) . d8,
(4.2)
8([(/:96?)]) = ‘2 </AJRIP3 -dS + /Ac (DoaV[Ca(c)]
+ DpV[CaB)] + DDV[C'aD(C)D . dg,
(4.3)

donde 331 p, es el flujo de Ca?t a través de los RIP3s abiertos localizados en el drea de
intercambio RE-citosol, A. El subindice “lib” se refiere al hecho de que se estd mode-
lando la dindmica durante un evento de liberacién de Ca*t. D¢, D y Dp representan
los coeficientes de difusién del Ca?* libre, del buffer y del fluoréforo respectivamente.
<[Ca§ﬂL’c)]> es la [Ca?t] media total en un volumen V7, . totalmente contenido en el lumen
o en el citosol. Las porciones de los volimenes V7 . que se observan en los experimen-
tos no necesariamente estan conectadas. Como ya se menciond, estos voliumenes pueden
estar rodeados por el drea A o por un area que es un artefacto impuesto por la configu-

racién experimental. En el panel de la izquierda del esquema de la Fig. [£.3]se selecciona

Observacién experimental Modelo

11 pm

™ lumen RE

I membrana RE
® RIP; cluster

® SERCA
Pl

AV Jserca

T Jbufters

Figura 4.3: Diferentes areas del modelo. El area de intercambio entre el RE y el citosol
en donde estan los RIP3s que se representa en rojo, A, y el area que delimita la regién
de observacién que se representa con los bordes grises.

una porcién conectada entre si de Vi, que se reproduce a mayor escala a la derecha. En
el panel de la derecha se presenta un esquema en el que se representa esta porcion como
un cilindro. El area lateral del cilindro (en rojo) es parte del drea de intercambio A a

través de la cual fluye el Ca?T mientras que las dreas de las tapas del cilindro forman
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parte del area que es un artefacto de la medicién, Ar. El volumen de este cilindro for-
ma parte de V. Las dreas laterales (en gris) del esquema a la izquierda de la Fig. [4.3
también forman parte del drea que es un artefacto y que delimita tanto el lumen (Ar)
como el citosol (A.) dependiendo de la regién. Los términos de flujos difusivos en las
Ecs. y corresponden a flujos a través de Ay, o A., dentro del lumen o del citosol
respectivamente. Estos términos difusivos se desprecian en ambas variaciones citosélicas
y luminales cuando se aplica el modelo a las observaciones experimentales. Durante los
primeros instantes de una liberacién de Ca?* mediada por RIP3s la concentracién total
de Ca?* promedio en V;, o en V, varfa principalmente a causa del intercambio a través
de los RIP3s localizados en el area comun A. En este modelo se desprecia por lo tanto
el flujo difusivo de Ca?* a través de otras areas que delimitan V7, o V,. Se desprecian
también los efectos de las bombas de Ca?t y de las pérdidas de Ca?T a través de la
membrana plasmatica durante los primeros instantes de una liberacién porque se asume
que ocurren en una escala de tiempo mucho més lenta. De esta forma, la dindmica de la

[Ca?"] luminal total al inicio de una liberacién puede modelarse como:

a([Cal™])
ot

1 . .
~ —— ] -dS )| =—-J . 4.4
b A ( /A JRIP; > RIP; (4.4)

El mismo evento pero visto desde el citosol representa un aumento en la [Ca?T] total

1 — —
~ — j -dS | . 4.5
w =V (/AJRIP3 ) (4.5)

Usando las Ecs. y [4.5se pueden relacionar variaciones en la [Ca?*] total durante una

liberacién a ambos lados de la membrana del RE:

citosolica que se modela como:

a([Cal?))
ot

a(caM)y a(caD®)) 9
TT W= o Ta (([Ca]) + ([CaB™]))
V. 9([CaZ])
VL 8tT lib’ (4.6)

4.4.2. Variaciones de la fluorescencia

Para relacionar el modelo con las observaciones experimentales se usa el método
introducido en [88] que permite vincular variaciones en la fluorescencia de un indicador de
Ca?* con las concentraciones subyacentes de Ca?t ligado al indicador. Se considera que
la fluorescencia F' en un pixel estd compuesta por dos contribuciones: una de moléculas
de Ca®* ligado al indicador, CaD, que contribuyen con ¢; fotones por molécula emisora
y otra de moléculas de indicador libre, D, que contribuyen con go2. El cociente ga2/q2 es

del orden del cociente entre las eficiencias cudnticas entre las dos formas de la molécula
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de fluoréforo (libre o ligada a Ca?*). De esta forma, se puede escribir F' en cada pixel

F—am((h—%>KMDL+%>Nu (4.7)

a1 /) [Dr] q1

donde Np es el nimero de moléculas de indicador fluorescente que contribuye a F' en

el pixel de interés, [%ﬁ] es la probabilidad que una molécula de indicador esté ligada

como:

a Ca?*t en ese pixel y o es un factor introducido por los detectores. Promediando sobre
todos los pixeles que corresponden al lumen (para Fluo-5N AM) o al citosol (para Rhod-

2) en la imagen se obtiene:

(F)e = ags ((1 _ g) “C[]fT]fL T g) (Np)pe (4.8)

Donde se asume que ([CaD]/[D7|Np)r.c = ((CaD])r¢/[Dr](Np)r,c. Esto implica que
la probabilidad de que una molécula de indicador esté ligada a Ca?t en la regién que
contribuye a un pixel es independiente de cuantas moléculas de indicador haya en esa
misma regién y se considera que ([CaD]/[Drl)r. = ([CaD))r/[Dr]. La Ec. es
vélida tanto antes como después de la liberacién cuando se asume que (F)r .y [CaD]
corresponden a una situacién basal y durante la liberacién cuando (F)r .y [CaD] son
dependientes del tiempo. M&s ain, si se mira a la misma regién antes y durante la
liberacién, (Np)r,. tiene el mismo valor en cualquier tiempo. En los experimentos de la
Seccién [4.3 no se computa la fluorescencia media sobre los pixeles luminales o citosélicos
sino sobre todos los pixeles de la imagen (que se denomina (F')). Asumiendo que, por lo
menos en promedio, dada una regién de observacién los pixeles luminales o citosélicos

permanecen siempre iguales, se puede entonces asumir que:

o NL,C

(F) = 5

<F>L,67 (49)
donde Ny, . es el nimero de pixeles luminales o citosdlicos de la imagen, Nt es el nimero
total de pixeles y F' es la fluorescencia que proviene de Fluo-5N AM o de Rhod-2 para
el lumen y el citosol, respectivamente. Si se compara entonces la fluorescencia que viene

del mismo canal de deteccién antes y durante la liberacién se puede asumir que :

i) _ e (4.10)
(Fy)  (Fy)re
para el reservorio correspondiente. Combinando las Ecs. y se llega a:
A(F)p. 1-2
(Flre _ a A([CaD)) L., (4.11)

(Fo)re (1 - Z—f) [CaDy) + &[Dr]
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con A(F) = (F)—(F), A[CaD] = [CaD]—[CaDy] y ([CaDy)) 1, = [CaDy) las concentra-
ciones basales de Ca’* ligado al fluoréforo estimadas teéricamente para las condiciones
del lumen y del citosol. A partir de la Ec. se deriva la Ec. simplemente divi-
diendo por el tiempo transcurrido entre las mediciones de (F') y de (F}). Los subindices

L, ¢ se omiten de los promedios para simplificar la notacién.

1 A(F) (1-2) A([CaD])
(o) At (1-2)[Capy) + 2[Dr] A

, (4.12)

donde Fp y F son las fluorescencias que vienen del indicador, D, AF es la variacién
de la fluorescencia definida como F' — Fj que ocurre durante el intervalo temporal At,
q2/q1 es el cociente entre en nimero de fotones por molécula emisora que alcanza el
detector durante el tiempo de adquisicién para las formas ligada a Ca?t y libre del
indicador, [Dr] es la concentracién total del indicador y [CaDy] es la concentracién
basal de indicador ligado a Ca?*, ambas concentraciones en la regién de interés (V7 o
V. dependiendo del indicador). Como se hizo en [88] se us6 ¢2/q1 = 0,07 para el Rhod-2
y, para el Fluo-5N AM, se usé6 el mismo valor que se usé para el Fluo-4, ¢2/q1 = 0,025.
Se aproximé A{[CaD ")) /At ~ d([CaD"4)])/dt con este tltimo término dado por el
equivalente de la Ec. [4.1] para CaD. Esta equivalencia puede usarse si se cumple que
[CaDyp] = [CaD] justo antes de aplicar el estimulo UV que evoca el la liberacién (y por
lo tanto el cambio en la fluorescencia de los indicadores). El hecho que la Ec. sea
una ecuacién para el cociente entre los promedios permite relacionar el promedio de la
fluorescencia que se realiza sobre toda la imagen con el de [CaD] que estd dado por la
integral de esta concentracién sobre V7, o V,. Se estimé [CaDy] considerando que el Ca?t

y el indicador estdn en equilibrio:

[D7][Cap]

[Can] = [Cab] + KD’

(4.13)

con [Dr] = [Rhod-2], Kp = 2uM y [Caf] = 100 nM para el citosol y [Dr] = [Fluo-5N
AM], Kp =90 uM y [Cal] =200 uM [89] en el lumen del RE.

4.5. Cuantificacién de los flujos de Ca?t a ambos lados de

la membrana del RE

Se utilizé el modelo para las variaciones del Ca?t y la fluorescencia para interpretar
los resultados experimentales presentados en la Seccién Se muestran a continuacién
las estimaciones para los flujos de Ca?t obtenidas a partir de este andlisis. Se propone

finalmente una forma de chequear la consistencia del modelo aplicado.
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4.5.1. Aplicacion del modelo para interpretar los resultados experi-

mentales

Se utiliz6 la Ec. para obtener las variaciones temporales de ([CaD]) de cada
uno de los indicadores. Usando los pardmetros descritos en la Seccién [4.4] se obtuvo, para
el Ca%* citosélico (a partir de la fluorescencia del Rhod-2), %‘“b =12,6 uMs~L.
Para poder derivar una estimacién de la variacién del Ca?" total a partir de A([CaD¢]) se
consideraron dos casos extremos: un caso poco realista en el cual A([CaD¢]) = A[Cagf)]
y un caso mas realista que se explica a continuacién. Se estimé la fraccién de Ca?t que
corresponde a cada una de sus variantes en el citosol utilizando valores previamente
establecidos de concentraciones de buffers citosdlicos y sus constantes de disociacién.
Esta estimacién se utilizé para acotar la variacién del Ca?* total a partir de lo que
se deduce es la variacién de la concentracién del Ca?* ligado al indicador durante los
eventos de liberacién observados experimentalmente. Atn si este proceso es dindmico,
se computaron las estimaciones suponiendo que las diferentes concentraciones estan en
equilibrio entre si. Considerando que la concentracion basal de Ca?T citosélico es [Cap) =
100 nM, [Dr] = [Rhod—2] = 68 uM y Kp = 2 puM (constante de disociacién del
indicador Rhod-2), se obtuvo:

[D7][Cap]

[Cabp] = KE +[Cap)

=34 uM, (4.14)
Para la concentracién de Ca?* ligado al indicador en condiciones basales. Usando la
Ec. para los experimentos de la Seccién [4.3] en los que se analizaron los primeros
instantes de una liberacién de Ca?*, la concentracién de Ca’* ligado al Rhod-2 en el
citosol alcanza, en promedio, un valor méximo de [CaD] =~ 14 puM. Usando la aproxi-
macién del equilibrio para estimar la [Ca?T] se obtuvo [Ca] = 0,5 uM en este pico. Las
concentraciones y las propiedades de los buffers que pueden atrapar al Ca?* en el citosol
han sido caracterizados en diferentes tipos celulares. En particular en [22] se determiné
que puede haber ~ 300 uM del buffer parvalbumina cuya constante de disociacion es
Kp ~ 0,25 uM. Se usaron estos pardametros para obtener una estimacién de cuanto

Ca’*t podria estar ligado a buffers si la concentraciéon de Ca?* libre es [Ca] = 0,5 uM:

[Br][Ca

P =k o)

= 200 M. (4.15)

Por lo tanto, considerando solamente a este buffer y al indicador se obtuvo A([Car]) ~
14 M + 200 pM + 0,5 uM — (0,1 uM + 3,4 uM + 86 uM) = 12A({[CaD]). Se obtuvo de

esta forma la estimacién més realista A([CaD]) = 0,08A[Car] para el Ca®* citosélico.
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De esta forma la variacién temporal de la [Ca*] citosélica total est4 restringida por:

A{[Ca7l])

12,6 uMs~ ! <
OpMs = < —

<158 uMs™ 1. (4.16)

lib

Aproximando A/At ~ 0/0t e insertando la Ec. en la Ec. se obtuvo:

Ve Ll A([CaDW)) A
v 198 M s < =Gy (G
+ ([CaB™))) S —¥12 6 uMs™t. (4.17)

Para repetir los calculos que llevaron a la Fc. para el caso del Ca?* luminal y
el Fluo-5N AM existe una dificultad adicional: la concentracién total de este indicador
no se puede estimar con certeza ya que no se puede saber qué fraccién del Fluo-5N AM
total inyectado entrd efectivamente al lumen del RE. Se puede sin embargo estimar una
cota superior para la concentracién total de indicador luminal, [D%], en términos de la

concentracién intracelular total, [Fluo—5NAM]| = 15 uM, como:

[DX] < [FluosN — AM]( “//LD (4.18)

Con Vir and V.r los volimenes luminal y citosélico, si el Fluo-5N AM no entra en
otras organelas intracelulares que no sean el RE. Como se describe en la Seccién [3.4.3
del Capitulo [3] se estimé la cantidad de pixeles luminales y citosélicos a partir de las
imagenes obtenidas marcando con Rhod-2 y Fluo-5N AM. A partir de esos resultados
se pudo estimar el cociente entre el volumen luminal (V) y el volumen citosélico (V;)
en la regién de observacién. De este forma se estimé que ese valor era VC = 1,4. A pesar
de que las imégenes adquiridas en los experimentos fueron obtenldas en una region
del ovocito en donde el RE puede estar sobre representado, se usé de todas formas
[FluobN — AM](1+ “//—z) como una cota superior para la concentracién total del Fluo-5N
AM en el lumen del RE. Se obtuvo de esta forma [D%] < 36 M. Procediendo de forma
analoga a como se hizo para el Rhod-2 se obtuvieron limites para la variacién del Ca?*
ligado al indicador en el lumen durante los instantes iniciales de la liberacién de Ca?*

Como esta variacién es negativa, se expresa como:

A{[CaD¥))

—0,06uMs™! <
) lu 5 —_ At

<0. 4.19
lib — ( )

Insertando esta estimacién y {7 VC =14 en la Ec. 1) se concluyé que A{[CaD])/At
es despreciable frente a A(([Ca 1) + ([CaB™)))/At.

A partir del anédlisis de los experimentos se obtuvieron cotas inferior y superior para
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la variacién de la [Ca?*] total en el citosol (ver Ec.[4.16]) y una cota inferior para la va-
riacién de [CaD] en el lumen (ver Ec. |4.19) lo que llevé concluir que |A([CaD¥])/At| <
IA(([Cal]) 4 ([CaB]))/At|. Para evaluar la contribucién del Ca?* luminal ligado a

A([Ca"])
At

buffers se estimé . Se puede realizar un calculo rapido asumiendo que el Ca?*t

libre y el Ca?* ligado al indicador estdn en equilibrio en el lumen para todo tiempo:

[CaD¥)
(D7)
[DF]
de forma tal que se tiene:
2
AlCat)  Kp A(CaDP)) (1 wan
At [DE] At 1 _ [CaDI] | - ‘

[D7]

Con los valores numéricos estimados a partir del andlisis de los experimentos en la
Seccion se obtuvo %‘tﬂ) = —1,5 uMs~! que, en valor absoluto, es mucho menor
que los limites impuestos por la Ec. En cualquier caso, insertando esta estimacién
en la Ec. [£.17 se obtiene:

A([CaB*%))

— 219 uMst <
PSS AT

< —16,1 uMs~t. (4.22)
Esta disminucién en el Ca?* ligado a buffers luminales resulta en un flujo neto de Ca?*

libre dentro del RE. Considerando un buffer luminal (efectivo) se tiene:

A{[CaB"])

AL ~ kB [Ca®|[BY] - kfff[C’aBL], (4.23)

donde se supone que durante los primeros instantes de una liberacion, el término domi-
nante es kff f [CaB¥]. De esta forma, se obtuvo una estimacién de la magnitud de este

término:

A{[CaB*])

At
Usando las estimaciones basales [Ca] = 200 uM y [Cak] = 1 mM [83], se obtuvo
[CaB*] = 800 M que, en combinacién con las Ecs. y da 0,02 571 < k:gcf <0,3

57! (la cota superior corresponde al caso realista en el cual A{[CaD¢]) = 0,0SA[CaEﬁ) 1.

~ =kl ;[CaB"]. (4.24)

Este valor de kf} 5 es relativamente pequenio pero es totalmente compatible con tener un
buffer de Ca®* con constante de disociacién pequena (como los que se proponen en [89])
que podria actuar como un gran depésito de Ca’t en el lumen del RE. Por lo tanto,
es la gran concentracion de buffer luminal la que puede explicar la rapida liberacién
de Ca?t luminal que puede rapidamente compensar la deplecién del Ca?* luminal que

ocurre durante un evento de liberacién de Ca?t mediado por RIP3s.
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4.5.2. Chequeo de consistencia del modelo

Para chequear la consistencia del modelo propuesto, se puede estimar el flujo a
través de los RIP3s y obtener un valor para la cantidad de receptores abiertos (y por lo
tanto involucrados) en un evento de liberacién en la regién de adquisicién. A partir de
la Ec. 4.5 se tiene:

A([Ca$])
At

1 - ~ I1psrNIPR
~ L L d5 ) = LpsrNIRR 4.25
o= ([ dnn-ds) = metinn, (125

en donde el flujo a través de los receptores abiertos puede ser expresado en términos
de la corriente a través de un tnico receptor, I;p,r ~ 0,1 pA, la carga de un ion Ca’*,
dca, y €l nimeros de receptores de IP3 simultaneamente abiertos, Nrp, g, en el drea de
intercambio RE-citosol, A. Combinando la Ec. y la Ec. [£.25] se pueden estimar
cotas para el valor de Nyp,g:

15 < Nip,r < 184. (4.26)

Para estimar el volumen V. del citosol en la region de adquisicion, se considera que el
36 % de todos los pixeles de la imagen adquirida son pixeles citosélicos (ver Seccién
del Capitulo3) y que la fluorescencia en un pixel proviene de un volumen de observacién
que puede ser calculado usando el tamano del pixel (resolucién lateral) y la resolucién
axial aproximada de 1 um para un microscopio confocal. Para estimar el area del RE
en la regién de adquisicién se estimé primero el nimero de pixeles luminales. Con esta
estimacién y teniendo también el cociente entre drea y volumen del RE en pixeles (ver
Seccion del Capitulo [3]), se puede calcular el nimero de pixeles de la imagen que
corresponden a la membrana del RE. Se estima que la superficie del RE en la region
de adquisicién es 200 um?. Dado que la distancia media entre cimulos de RIP3s en la
superficie del RE en ovocitos de Xenopus estimada es 2 um [26], en un area de 200 pm?
podria haber ~50 ciimulos de RIP3s. Esto resulta, a su vez, en un promedio de entre 0.3
(para el caso poco realista en el cual A([CaD¢]) = A[Cagf)]) y 4 (para el caso més realista
en el cual A([CaDc]) = O,OSA[CCLFE,S )])) receptores simultaneamente abiertos por ctimulo.

Estos limites son nimeros razonables y comparables con estimaciones previas [53], [90].

4.6. Discusion

Luego de testear el protocolo para marcar Ca?t dentro del RE y seguir la dindmica
del Ca?* luminal con el indicador Fluo-5N AM en el Capitulo [3] se estudié la dindmica
del Ca?* luminal y del Ca?* citosélico en simultdneo durante una sefial de Ca?*. Se

uso el indicador luminal ya caracterizado junto con el indicador citosélico Rhod-2. Este
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indicador citosélico se utilizé a una concentracion tal que provee la misma detectabili-
dad de senales que el indicador citosélico mas cominmente usado Fluo-4. La eleccién
de concentracion fue posible gracias al estudio previo realizado en [88] en donde se in-
trodujo un método para comparar cuantitativamente la detectabilidad en experimentos
de visualizacién de Ca®t. Se observé a partir de los experimentos de liberacién que la
dindmica de la deplecién del Ca?t luminal era més lenta de lo que se esperaba. Esto es
consistente con tener un reservorio de Ca?t en el RE que esta continuamente abastecien-
do nuevo Ca?* libre a medida que se necesita cuando hay una liberacién. La posibilidad
que este mecanismo de rellenado (o de rdpido abastecimiento) sea mas relevante en ovo-
citos que en otros tipos celulares, como células musculares en donde una deplecién del
Ca?* luminal se ha observado durante seiales locales (sparks de Ca?T) [87], puede estar
relacionada con el distinto volumen que el lumen ocupa en cada tipo celular. Como se
mostré en el Capitulo [3] al visualizar el Ca?t luminal en simultdneo con un marcador
de la membrana del RE, se pudo caracterizar la geometria de este reservorio en los
ovocitos. Se observé que en estas células el volumen interior del RE ocupa una porcién

relativamente grande de la region observada.

Para analizar lo que ocurre durante una liberacién a ambos lados de la membrana
del RE, se desarrollé un modelo simple que describe las dindmicas del Ca?t luminal y
citosélico. Se combiné al modelo para las variaciones de Ca?* con los resultados de [8]
y se obtuvo un modelo que describe las variaciones de la fluorescencia de los indicadores
durante los primeros instantes de una liberacién. Combinando los resultados experimen-
tales obtenidos y el modelo se estimaron las variaciones del Ca?t a ambos lados de la
membrana en los primeros instantes de una liberacién de Ca?T mediada por RIP3s. Los
resultados presentados en este capitulo sugieren que el abastecimiento rdpido de Ca?* en
el lumen puede venir de los buffers alli presentes. Se corroboré de esta forma la existencia
del abastecimiento rapido de Ca?* luminal durante una liberacién a través de los RIP3s.
Se cuantificé ademds la fraccién de Ca?t luminal que estd atrapada por los buffers en
el RE obteniendo valores razonables y compatibles con tener buffers luminales de baja

afinidad como la calsecuestrina [11].

Para descartar una vez méds la hipétesis de que lo que se observa en el canal de
fluorescencia del Fluo-5N AM pueda venir del aporte del Ca?*t citosélico se realizé el
siguiente razonamiento. A partir del modelo presentado en este capitulo, se calculé una
estimacién del maximo valor que la concentracién media de Ca?T libre citosdlico, ([Cal),
puede alcanzar durante una liberacién y se obtuvo el valor [Ca?T]=0,5uM. Esta esti-
macién muestra que es muy poco probable que parte de la fluorescencia del indicador
luminal Fluo-5N AM venga de tener al indicador ligado a Ca?* citosélico porque atin
si la mitad de la cantidad total del Fluo-5N AM inyectado se hubiera quedado en el

citosol en vez de entrar al RE, la concentracién de indicador que estarfa ligado a Ca?* si
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[Ca?t]=0,5 uM seria entonces ~ 0,05 uM. Este valor es 250 veces mas pequefio que la
concentracién de Ca’*t ligado a Fluo-5N AM obtenida asumiendo que la concentracién
final del Fluo-5N AM en el lumen es [D] = 0,5[Fluo — 5N](1 + V,/VL).

Las observaciones experimentales de este capitulo son compatibles con la existencia
de un mecanismo de re-abastecimiento relativamente rdpido dentro del RE que evita la
deplecién del Ca?t luminal atin a nivel local. Esto es diferente a lo que se observé en
miocitos cardfacos en donde se pudieron detectar blinks de Ca?* [87]. Es muy probable
que esta diferencia sea una consecuencia de el mayor cociente drea-volumen del RE en
los miocitos cardiacos comparado con la estimacién de este cociente para los ovocitos
de Xenopus laevis (ver Capitulo [3)). Para cuantificar las implicaciones que este cociente
area-volumen puede tener en la deplecién local de Ca?* luminal se realiza la siguiente
estimacién. Se considera el ancho tipico de un blink estimado en [87], ~ 740nm, como
una indicacién de cuan lejos se extiende la regién depletada del lumen a lo largo de una
direccién paralela a la membrana del reticulo. Esta depleciéon ocurre en cisternas con
ancho externo de ~ 30 nm que es mucho menor que el rango lateral de la regién depletada
durante el blink. Por lo tanto, se puede aproximar el volumen depletado dentro del lumen
durante uno de estos eventos por un cilindro de didmetro 740 nm y de altura 30 nm. Si
existe re-abastecimiento de Ca?* en esta regién desde el lumen, el flujo correspondiente a
este re-abastecimiento deberia pasar a través del drea lateral del cilindro que mide ~ 0,07
um?. Si se considera un area de deplecién (circular) similar en el caso del ovocito, dado
que los tibulos observados en el lumen del RE pueden tener un radio de ~ 1 pum (ver
Fig. del Capitulo , que es mucho mas grande que 740 nm, se puede suponer que el
volumen depletado en esta caso sea méds similar a una semi-esfera de didmetro 740 nm.
En este caso, el flujo de rellenado desde el lumen podria entrar a esta regién depletada a
través de la superficie de esta semi-esfera que mide ~ 0,86 um?. Este valor es 12 veces més
grande que en el caso de los miocitos cardiacos. Mds ain, estas estimaciones muestran
porqué parece haber siempre mas Ca?t luminal disponible en el caso del ovocito, lo que
podria ser ademads fisiolégicamente relevante. Se concluye entonces que también desde
el lado luminal la interaccion entre la geometria y la dindmica juega un rol relevante en

las senales intracelulares que pueden ser evocadas y detectadas.



Capitulo 5

Dinamica espacio-temporal del
Ca?" luminal y citosélico durante

sefiales de Ca?t mediadas por
RIPgS

5.1. Resumen

Luego de mostrar en capitulos anteriores que el RE provee un reservorio virtualmen-
te inagotable de Ca?* en los ovocitos y que el Ca?T citosélico es clave para determinar
la distribucién de tamanos de eventos que se puede tener, se analizan en este capitulo
distintos aspectos espacio-temporales del Ca?t luminal y citosélico durante liberaciones
prolongadas. Usando nuevamente los indicadores Fluo-5N AM y Rhod-2 en conjunto se
observaron los cambios del Ca?* luminal y citosélico durante una liberacién global luego
de un estimulo UV de intensidad variable. Los resultados obtenidos dependieron fuerte-
mente de la intensidad de la luz UV que evocaba la liberacién. Se observé la aparicién de
spikes de Ca®t solamente cuando el estimulo UV fue el menos intenso. Se investigaron
los factores que determinan la aparicion de los spikes y se caracterizé el intervalo entre
spikes. Observando, por otra parte, el Ca?T luminal en distintas regiones espaciales se
concluyé que luego de una liberacién global se produce una homogeneizacién del nivel
de Ca’* en el RE que es consistente con la hipStesis ya propuesta de que este reservorio

es continuo y ocupa un gran volumen en los ovocitos de Xenopus laevis.

68
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5.2. Marco general y motivacion

La apertura del RIP3 es regulada tanto por el IP3 como por el Ca?t. El receptor
es regulado tanto positiva como negativamente por el Ca?* citosélico. Esto permite que
las senales mediadas por RIP3s puedan amplificarse por el mecanismo de CICR y que
la apertura de un RIP3 pueda generar las aperturas de otros receptores vecinos. Esto
lleva a su vez a que puedan generarse ondas de Ca®* citosélico si el CICR se propaga
entre ciimulos. La iniciacién repetitiva de estas ondas genera trenes de pulsos de Ca?*
que se conocen como spikes. Las secuencias de spikes de Ca?t en una misma célula y
entre células de un mismo tipo presentan una componente estocastica frente a un mismo
estimulo. Estos trenes de pulsos llevan informacién codificada en su frecuencia. Pueden
hacerlo porque la secuencia no es totalmente estocéstica. Como fue analizado en [64], la
existencia de un mecanismo de retro-alimentacion negativa global es la que permite que
haya cierta regularidad. En [35] proponen a la deplecién del Ca?* luminal como uno de

los mecanismos de retro-alimentacion negativa.

Poder analizar y cuantificar la dindmica del Ca?* luminal durante sefiales de Ca?*
mediadas por RIP3s a partir de las observaciones experimentales tiene muchas apli-
caciones. Por un lado, sensar Ca?t luminal puede servir para determinar si éste estd
involucrado en la terminacion de las senales. Por otro lado, estos estudios pueden ser
itiles para determinar en qué medida el Ca’?t luminal podria proveer el mecanismo
de realimentacién negativo que estd aparentemente involucrado cuando las senales de
Ca’t mediadas por RIP3s abarcan toda la célula (por ejemplo durante spikes de Ca?")
[64, 35]. Este tltimo aspecto es relevante para entender la forma en que funciona la
codificacién en frecuencia de las sefiales de Ca®t. A partir de los resultados obtenidos en
los Capitulos [3| y [l se deduce que el Ca?T luminal parece estar siempre disponible. En
los ovocitos de Xenopus laevis el RE funciona como un reservorio de Ca?t virtualmente
inagotable. La caracterizacién de la relacion entre area y volumen en estas células llevd
a la conclusién de que el RE ocupa un volumen considerable y continuo. Ademas de
caracterizar la morfologia de este reservorio, se estudiaron la dindmica del Ca?* lumi-
nal y citosélico durante una liberacion y se determiné que al producirse una apertura
simultdnea de muchos RIP3s y por lo tanto una gran liberacién de Ca?* desde el RE los
buffers luminales garantizan que el Ca?* luminal no se agote de forma tal que no seria
el responsable de esta retro-alimentacién negativa ni de la terminacién de las senales.
Estos resultados constituyen simplemente un primer paso hacia la respuesta de estos
interrogantes y es necesario profundizar el estudio de la dindmica del Ca?* luminal y

citosélico en el tiempo y en el espacio.
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En el capitulo anterior se estudiaron las variaciones temporales del Ca?* luminal y
citosélico durante los primeros instantes de una liberacién usando los indicadores Rhod-
2 y Fluo-5N AM. En este capitulo se utilizan nuevamente estos indicadores juntos pero
para estudiar los aspectos espacio-temporales de liberacién prolongada de Ca?* a través
de los RIP3s. Se utilizaron estimulos UV de intensidad variable para evocar distintas
liberaciones y se monitore6 la evolucién del Ca?t luminal y citosélico durante varios
minutos en distintas regiones. Se estudiaron los spikes de Ca?t citosélico y los factores
que condicionan su aparicién y su frecuencia en los ovocitos. Se investigé también la
homogeneizacién del Ca?t luminal en distintas regiones del RE que se observa luego de

una liberacion global.

5.3. Experimentos de fotoliberacion prolongada de inten-

sidad variable

Con el fin de estudiar distintos aspectos espacio-temporales tanto del Ca?* citosélico
como luminal durante una liberacién mediada por RIP3s se realizaron experimentos
con los indicadores usados en el Capitulo [4] y el compuesto enjaulado. En este caso,
sin embargo, no se enfocd el analisis en los primeros instantes de la liberacién. Los
experimentos fueron mas largos y se estudid la diferencia entre regiones ademads de la

evolucién temporal de la fluorescencia promediada sobre todo el cuadro de adquisicion.

5.3.1. Descripcién de los experimentos

En todos los experimentos presentados en este capitulo se utilizaron los indicadores
Fluo-5N AM y Rhod-2 para seguir la dindmica del Ca?t luminal y del Ca?*t citosélico
respectivamente. Para evocar las senales se fotoliberé IP3 enjaulado dentro de las células.
Las concentraciones intracelulares de Fluo-5N AM, Rhod-2 e IP3 enjaulado fueron de 15
uM, 68 uM y 7 uM respectivamente. La fluorescencia de los indicadores se adquirié con el
microscopio confocal usando un objetivo 60x. El compuesto enjaulado se fotoliberé con
exposiciones UV prolongadas de intensidad variable (se utilizaron cuatro intensidades
distintas). Se adquirié la fluorescencia proveniente de un cuadro de 100 x 100 pixeles
con zoom 1x resultando en una regién escaneada dentro del ovocito de 41 x 41 um?. Se
realizd este tipo de experimento 31 veces en 8 ovocitos distintos. Los canales de emisién
de los fluoréforos se procesaron primero para eliminar posibles efectos no deseados de
sangrado del canal del Rhod-2 en el canal del Fluo-5N AM (ver Apéndice [B| para més
detalles). En estos experimentos, como se quiere analizar el comportamiento del Ca?*

luminal y citosélico no sdlo durante el inicio de la liberacién como se hizo en el capitulo
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anterior, la adquisicién fue més larga resultando en registros que duraron varios minutos.

El estimulo UV se encendié y se dejé encendido durante el resto de la adquisicion.

Se muestran a continuacién dos ejemplos (en un mismo ovocito) de los resultados
obtenidos al realizar los experimentos. Los resultados para la fluorescencia del canal del
Fluo-5N AM fueron similares para todas las intensidades de UV utilizadas. En todos
los casos, la fluorescencia del indicador bajo luego del estimulo UV como se mostrd en
la Fig. del Capitulo [4] Los resultados para la fluorescencia del indicador citosélico

Rhod-2 sin embargo se clasificaron en dos categorias como se detalla a continuacién.

5.3.2. Variacion de la respuesta frente a distintos estimulos

Para los experimentos realizados usando estimulos UV de intensidad media o alta
el comportamiento de la fluorescencia media del Rhod-2 fue similar al descrito en el
Capitulo [l Se muestra un ejemplo de este comportamiento en la Fig. Se grafica
en esta figura la evolucién temporal de la fluorescencia media del Rhod-2 sobre todo
el cuadro (toda la regién de adquisicién de 100 x 100 pixeles), (Frpod—2). Se indica el
estimulo UV con una barra horizontal en la parte superior del grafico. El ancho de la
barra representa la intensidad del estimulo que en este caso fue alta. La fluorescencia
media del Rhod-2 presenté un pico justo después del estimulo y luego subié de forma
constante y mas lenta como ya se habia observado en la Fig. del Capitulo [4 Se
observd este comportamiento en todos los experimentos realizados con estimulos UV

intensos.

Tiempo [min]

Figura 5.1: Evoluciéon temporal de la fluorescencia media del Rhod-2 durante una
liberacién prolongada. La barra en la parte superior del grafico indica que el estimulo
UV de fotoliberacién fue intenso.
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En los experimentos en los que se utilizo el estimulo UV menos intenso, sin embargo,
los resultados obtenidos fueron diversos. En algunos casos se observaron comportamien-
tos similares a los de la Fig. [5.1] pero en otros casos luego de una primera liberacién
global y simultianea en toda la region de adquisicién se observé la aparicién de trenes de
pulsos en el canal del Rhod-2 mientras que en el canal del Fluo-5N AM las observaciones
fueron siempre similares. Se muestra un ejemplo de este comportamiento en la Fig. 5.2
Se observa en esta figura la fluorescencia media del Rhod-2. Se indica nuevamente el
estimulo UV con una barra horizontal en la parte superior de los graficos. En este caso
la barra es mas angosta que en el grifico de la Fig. indicando que el estimulo fue

de menor intensidad. Como se puede esperar, los estimulos mas intensos evocan libe-
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Figura 5.2: Evolucién temporal de la fluorescencia media Rhod-2 durante una libera-
cién prolongada. La barra en la parte superior del gréafico indica que el estimulo UV de
fotoliberacién fue de baja intensidad.

raciones mas grandes y por lo tanto cambios més notables en la fluorescencia. Esto se
puede apreciar comparando la altura del pico de liberacién en las Figs. y Luego
de esta primera liberacién global, la fluorescencia del Rhod-2 vuelva a bajar y aumenta
luego en el caso del estimulo UV intenso mientras que en el caso del estimulo UV débil
aparece un tren de pulsos que continia hasta el final de la adquisicién. Estos pulsos se
observaron en 8 experimentos realizados en 4 ovocitos diferentes. Es importante aclarar
que la aparicién o no de pulsos no era una propiedad del ovocito ya que en una misma
célula se observaron los dos comportamientos (aparicién o no de trenes de pulsos). Los
experimentos mostrados en las Figs y fueron realizados en el mismo ovocito y
por eso se descarta que la aparicién de los trenes de pulsos, o spikes de Ca?*t, sean
producto simplemente de la variabilidad entre células. Se puede decir, sin embargo, que
la aparicién de los trenes de pulsos dependié de la intensidad del estimulo UV ya que
solamente se observé este fendmeno en los experimentos realizados con el estimulo UV

menos intenso.



Capitulo 5. Dindmica espacio-temporal del Ca*t luminal y citosdlico 73

Para analizar estos experimentos con mas detalle, se trabajé a continuaciéon con
la fluorescencia promediada sobre regiones mas pequenas y no sobre todo el cuadro
adquirido. De esta forma, se quiere investigar no sélo el comportamiento temporal de
la fluorescencia sino sus variaciones en distintas regiones espaciales. En particular, se
quiere estudiar qué determina la aparicién de los pulsos en algunos experimentos y
también su frecuencia. En las secciones siguientes, por lo tanto, cuando se habla de la
fluorescencia media se promedia sobre sub-regiones de distintos tamanos dentro de la

region de adquisicion.

5.4. Estudio de los spikes de Ca?*"

Como se mostré en la Fig. se observaron trenes de pulsos en los experimentos en
los que el estimulo UV fue poco intenso. Luego de la liberacién global inicial (inmedia-
tamente después de que comienza el estimulo de fotoliberacién) el Ca?* citosdlico puede
empezar a oscilar de forma ritmica y formar estos trenes de pulsos o spikes de Ca?t. Se
muestra a continuacién la caracterizacién del intervalo entre spikes y un analisis de los
factores que podrian modular la frecuencia de estos trenes de pulsos y condicionar su

aparicion.

5.4.1. Analisis del intervalo entre spikes

Los spikes de Ca?* observados en los experimentos presentaron gran variabilidad
en términos de la frecuencia. Se estudié esta variabilidad analizando el intervalo entre
spikes (IST del inglés Interspike Interval). Para cada una de las mediciones en donde
se registraron spikes se dividié a la regién de adquisicion en 16 sub-regiones de 25 x 25
pixeles (10 x 10 ym?). En cada una de las sub-regiones se computé la fluorescencia media
(FRhod—2)- Se obtuvo por lo tanto un grafico de la evolucién temporal de (Frpoq—2) en
cada sub-regién. Se identificaron de forma automatizada en estos graficos todos los
picos correspondientes a los spikes de Ca?t. Se calculé a partir de los tiempos en los
que ocurrian los picos el intervalo entre spikes o I.SI como se ilustra en la Fig. Se
muestra en esta figura un ejemplo del grafico de la fluorescencia media del Rhod-2 en
una sub-regién de 25 x 25 pixeles, (Frpod—2), en donde se indica un ISI. Se computd
luego para cada sub-regién el valor medio de los IS1s, Ty,, y su desvio estandar, o. Se
obtuvieron de esta manera valores de Ty, y o para las 16 sub-regiones de cada medicién

en donde se registraron spikes de Ca?".

Se graficaron los valores de ¢ en funcién de los correspondientes Ty, en todos los

casos analizados. Se muestra en la Fig. el grafico obtenido. Para cada sub-region
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Figura 5.3: Tren de pulsos o spikes de Ca?t observado al promediar la fluorescencia del
Rhod-2 en una sub-regién de 25 x 25 pixeles. Se indica la estimacion del 151, intervalo
entre los spikes, en el grafico.

analizada se obtiene un punto en el grafico de o vs Ty, (puntos negros en la figura). A

pesar de la gran variabilidad de tiempos entre spikes (T, abarca un rango de~30 s),

existe una relacién entre la variabilidad del ISI, o, y el tiempo medio entre spikes, Ty,

que se conserva en los distintos experimentos analizados. Para cuantificar esta relacién,

se ajustaron los datos experimentales con una funcién lineal (recta gris en la figura). La

pendiente obtenida para el ajuste lineal fue 0,39 y se estimé la bondad del ajuste con el

coeficiente R? que dio 0,8. Este valor es similar a los valores presentados para la relacién

Tuy — o en distintos tipos celulares en [64].
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Figura 5.4: Valor medio del ISI, Ty, para cada sub-regién y su correspondiente varia-
bilidad, o. Los puntos negros representan los resultados experimentales y la recta gris
es el ajuste lineal realizado.
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5.4.2. Influencia de la liberacién inicial sobre el IS]

Como se mencioné en la seccién [5.3.2] solamente se observo la aparicién de spikes
en los experimentos en los que el estimulo UV fue bajo. Se sabe que la intensidad del
estimulo UV determina la cantidad de IP3 enjaulado que se fotolibera y por lo tanto es
de esperarse que esto afecte también la cantidad de RIP3s que se abren inicialmente. Si
se abren mas RIP3s al inicio, se espera tener una liberacién de Ca?t més grande y por
lo tanto una mayor variacién de la fluorescencia del Rhod-2 respecto de la fluorescencia
basal (antes del estimulo). Para estudiar esta variacién de la fluorescencia luego del inicio
del estimulo se computé el valor AF como la diferencia entre la fluorescencia basal Fy
y el pico de fluorescencia que ocurre en la primera liberacion luego del estimulo. La
fluorescencia basal del Rhod-2 se calcul6 en cada sub-regién como el promedio temporal
de todos los valores de (Fppoq—2) anteriores al estimulo UV (ver Apéndice [B| para mds
detalle).

Se quiere investigar si distintos valores de esta variacién AF' tienen influencia sobre
la frecuencia de los spikes y por lo tanto sobre el I.SI. Para ello se computaron los
valores AF y Fp en todas las sub-regiones en donde se habian detectado spikes y se
habian medido los ISIs. Se calculd luego para cada sub-region el cociente AF/F}, que
representa el cambio relativo de la fluorescencia durante la liberacién inicial respecto de
la fluorescencia basal. Como ya se menciond antes, en los casos en que la liberacién era
muy intensa y por lo tanto la correspondiente variacién en la fluorescencia del Rhod-2 era
muy alta (ver Fig. no se observaron spikes de Ca?t. Para explorar si las variaciones
locales en la liberacion inicial afectan el tiempo entre spikes, se graficé Ty, en funcién

de AF/F, para cada sub-regién analizada.
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Figura 5.5: Influencia de la liberacion inicial sobre los I.57s. Valor medio de los 157s,
Tuv, en funcién de la variacién relativa de la fluorescencia AF/F,.
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Se muestra este grafico en la Fig. Se puede ver que para los valores mas pequenos
de AF/F,, Ty, se mantiene bajo y no varia demasiado. A medida que AF/F, aumenta, el
valor medio de los 1.51s no solo aumenta sino que aumenta su variabilidad. Para analizar
esto se graficé también el desvio estdndar o de los I.S1s en funcién de la variacién AF/F,
como se muestra en la Fig. La variabilidad de los I.51s que se cuantifica con el desvio

estdndar o también aumenta cuando aumenta la variacién AF/Fy.
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Figura 5.6: Influencia de la liberacién inicial sobre los ISTs. Desvio estandar de los
ISIs, o, en funcién de la variacion relativa de la fluorescencia AF/F,

Del andlisis de las Figs.[5.5)y[5.6]y de las observaciones experimentales mostradas en
la Seccién [5.3.2]se deduce que la liberacién inicial evocada por el estimulo UV condiciona
no solo la aparicién subsiguiente de spikes sino también su frecuencia. Para estimulos
UV intensos no se observaron spikes. Para los estimulos menos intensos se observaron
spikes de frecuencias variables. Se puede estimar cudn intensa fue la liberacién de Ca?*
inicial en el citosol computando la variacién relativa de la fluorescencia del indicador
respecto de la fluorescencia basal. E1 157 medio aument6 para las regiones en que esta
liberacion inicial fue mayor. La variabilidad del 1.57 también aumenté. Esto indica que
la cantidad de Ca®* liberado inicialmente afecta fuertemente el tipo de sefial que puede

evocarse a continuacion.

5.4.3. Tiempo de inicio de los spikes

Ademas de estudiar los intervalos entre spikes y su variabilidad, se estimé también
el tiempo de inicio de los spikes, t;,, como el tiempo en el que se detecté el primer
spike para todas las sub-regiones analizadas. Se observo que los spikes se iniciaban
en distintos tiempos luego de la liberacién inicial. Para investigar la influencia de esta

liberacién inicial sobre el tiempo de inicio de los spikes se estudid la dependencia de
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tin con la variacion inicial de la fluorescencia. Se muestra en el grifico de la Fig.
el tiempo de inicio de los spikes en funcién de AF/Fy. Se puede ver como a medida
que AF'/F}, aumenta el tiempo de inicio se hace cada vez méas grande indicando que los

spikes tienen una latencia mayor luego de la liberacién inicial.
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Figura 5.7: Influencia de la liberacién inicial sobre el tiempo de inicio de los spikes.

En esta seccién se analizaron los factores que pueden condicionar la apariciéon de
spikes de Ca®*t, su latencia luego de una liberacién inicial y su frecuencia. Del andlisis
de los resultados experimentales se concluyé que ninguno de estos parametros dependia
de las variaciones del Ca?*t luminal sino que estaban vinculadas a la cantidad de Ca®*t

citosolico liberado inicialmente.

5.5. Homogeneizacién espacial del Ca?>" luminal

Si bien no se encontré correlacion entre los valores de la fluorescencia del Fluo-
5N AM (ni sus variaciones) y la aparicién o no de spikes, al analizar las diferencias
entre distintas sub-regiones de un mismo experimento se observé lo siguiente. Habia una
gran variabilidad de la fluorescencia del indicador Fluo-5N AM al inicio del experimento
entre sub-regiones de una misma medicién. Se observé también que en todos los casos
luego de que la liberacién inicial ocurriera los valores de la fluorescencia del Fluo-5N
AM ademads de bajar, como se esperaba, se volvian espacialmente homogéneos. Para
estudiar diferencias espaciales dentro de la regién de adquisicién se dividié en este caso
a la imagen en 10 sub-regiones de 10 x 10 pixeles cada una. De esta forma se observd
el comportamiento de la fluorescencia del Fluo-5N AM en sub-regiones de 4,11 x 4,11
um?. En cada una de estas sub-regiones se calculé el valor medio de la fluorescencia

del Fluo-5N AM, (Fr—5n). Para cada experimento se obtuvieron por lo tanto 100
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graficos de (Fppyo—s5n) en funcién del tiempo, ¢, en donde el promedio espacial es sobre

la sub-region de 10 x 10 pixeles y no sobre toda la region de adquisicion.

Para ilustrar estas observaciones, se muestra en la Fig.[5.8/un ejemplo de la evolucién
de la fluorescencia media del Fluo-5N AM para 5 sub-regiones elegidas al azar en una
medicion. La barra negra en la parte superior del grafico indica el estimulo UV. La
fluorescencia del Fluo-5N AM al inicio del experimento no es homogénea. Como se
puede ver, antes de que se presente el estimulo UV de fotoliberacién, los valores de la
fluorescencia media en las 5 sub-regiones son muy distintos abarcando un rango amplio.
Luego de que ocurre la fotdlisis del IP3 enjaulado y por lo tanto se inicia la liberacién de
Ca?*, la fluorescencia disminuye y en todos los casos permanece en un valor inferior al
valor inicial. Los valores de la fluorescencia de las 5 sub-regiones al final del experimento

son muy similares.

14+ s

Fluo 5N-AM

Mm
. ’W
s

.W My

0 1 2 3 4 5
Tiempo [min]

ﬁi ”ﬂfmmw mr |

l*'” l]]‘l ““"l" ! b .'-'II".

Figura 5.8: Evolucién temporal de la fluorescencia del Fluo-5N AM promediada sobre
5 sub-regiones de 10 x 10 pixeles dentro de la region de adquisicion. La barra negra en
la parte superior indica el estimulo UV.

Para cuantificar la variacién que se observa entre la fluorescencia de las sub-regiones
al inicio de la medicién (en situacién basal) y al final de la medicién se computaron las
siguientes cantidades para cada traza temporal de la fluorescencia media del Fluo-5N
AM. En cada una de las 100 sub-regiones de los 31 experimentos analizados, se calculé
la fluorescencia basal del Fluo-5N AM como el promedio de todos los valores que tomaba
(Frruo—sn) antes del tiempo en el que se presenté el estimulo UV. Se calculé también la
fluorescencia final del Fluo-5N AM como el promedio de todos los valores que tomaba
(Frruo—sn) para los ultimos 300 tiempos adquiridos. Se obtuvieron de esta forma pares
de valores (F}p) (fluorescencia basal) y (Fy) (fluorescencia final) para cada sub-regién de
cada medicién. Se muestran en la Fig. las distribuciones de estos valores para una

medicién a modo de ejemplo. El histograma gris claro muestra la distribucién de los 100
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valores de (Fp) calculados mientras que el histograma gris oscuro muestra la distribucién

de los valores de (F) para la misma medicién.
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Figura 5.9: Ejemplo de las distribuciones de (F3) (histograma gris claro de la derecha)
y (Fy) (histograma gris oscuro de la izquierda) en un experimento.

Como se puede observar en los histogramas de la Fig. la distribucion de las
fluorescencias finales es mucho més angosta que la distribucién de las fluorescencias
basales. Para cuantificar la diferencia entre (Fp) y (Ff) para todas las mediciones se
(Ff). Se

computé luego la varianza de los valores obtenidos de (Fy) y (Ff). Se obtuvo asi para

realizé lo siguiente. Para cada medicién se calcularon los 100 valores de (Fy) y

cada una de las 31 mediciones un par de valores Varianza(Fy) y Varianza(Fy). En todos
los casos la varianza de la fluorescencia final fue inferior a la varianza de la fluorescencia
inicial. Para ilustrar esto se graficaron los valores de Varianza(Fy) en funcién de los

valores de Varianza(Fy). Se muestra este gréfico en la Fig. [5.10
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Figura 5.10: Varianza de la fluorescencia final y de la fluorescencia basal del indicador
Fluo-5N AM para las 100 sub-regiones analizadas de cada uno de los 31 experimentos.
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5.6. Discusion

En este capitulo se observé el comportamiento tanto del Ca?* citosélico como del
Ca?T luminal al fotoliberar IP3 en el interior del ovocito de manera persistente y con
intensidades de fotoliberacién variables. Se utilizaron nuevamente los indicadores Fluo-
5N AM y Rhod-2 para sensar Ca?* luminal y citosélico respectivamente. En todos
los experimentos realizados el comportamiento medio de la fluorescencia del Fluo-5N
AM fue similar e independiente de la intensidad del estimulo. Se observé nuevamente
como la fluorescencia del indicador disminuia luego del estimulo UV reflejando la salida
del Ca?t luminal a través de los RIP3s. El comportamiento del Ca?T citosdlico, sin
embargo, dependié fuertemente de la intensidad del estimulo presentado. Mientras que
para estimulos UV intensos el comportamiento fue siempre similar (y como el presentado
en el Capitulo , para estimulos UV menos intensos se observé la aparicion de spikes
de Ca?* citosélico. Estos trenes de pulsos iniciaron luego de un perfodo més o menos
largo después de la liberacién inicial. Para entender porqué estas oscilaciones no se
observaron en el registro de la fluorescencia del indicador luminal hay que tener en cuenta
dos factores. En primer lugar, es posible que los cambios del lado luminal durante las
oscilaciones sean inobservables ya que son disminuciones sobre un fondo alto. Mientras
que en el citosol los spikes se manifiestan como aumentos transitorios de la fluorescencia,
en el lumen estos cambios pueden ser indetectables ya que la fluorescencia basal es muy
alta. Por otro lado, se puede argumentar (como se hizo en [91] para el nicleo y el
citosol) que se observen dindmicas distintas en ambos reservorios por la diferencia en
las propiedades difusivas del Ca?t en el citosol y en el RE. Como ya se menciond, la
composicién de buffers de ambos reservorios es muy distinta y esto afectard el transporte
del Ca?* en ellos. En particular, en [92] se caracterizaron los coeficientes de difusion del
Ca?t en el citosol y el RE (usando el indicador Fluo-5N AM) y se hallé6 que en este
reservorio el coeficiente de difusién era menor que en el citosol. Esto puede deberse a la

geometria del RE sumada a la distinta composiciéon de buffers endégenos.

Se analizé también el comportamiento espacio-temporal del Ca?* luminal durante
las liberaciones prolongadas. Se observéd que existia una heterogeneidad espacial en la
distribucién de la fluorescencia del indicador luminal en situacion basal. Luego de la libe-
racién, esta heterogeneidad desaparecia. Se cuantificaron las varianzas de la fluorescen-
cia basal y final en las distintas regiones analizadas para ilustrar esta homogeneizacion.
Esta observacién es consistente con tener una distribucién basal de Ca?* fuertemente
dependiente de los buffers luminales. Luego de la liberacion, la difusiéon intraluminal
desde regiones no depletadas responsable del mecanismo de rellenado réapido del RE [93]

homogeneiza el contenido del RE.
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Si bien no se encontrd ninguna correlacion entre la aparicién de spikes y los niveles
de Ca?T luminal, se observé que la aparicién de estos trenes de pulsos sélo ocurria en
los casos en los que la liberacion inicial en el citosol era menos intensa (e respuesta al
estimulo UV m4ds débil). En un mismo ovocito en el que se observaban spikes, estas os-
cilaciones desaparecian al aumentar la intensidad del estimulo UV (ver Figs. y .
Se exploraron los intervalos entres spikes, I S1s, observados en los experimentos en los
que la intensidad del UV fue menor. Se hallé una gran variabilidad en los valores me-
dios de los IS1s, Ty, en una misma célula y también entre células distintas. Como se
muestra en [64] esta variabilidad tiene que ver con la componente estocéstica del IS51.
El 151 comprende la duracién del pulso, el periodo refractario del sistema y un periodo
estocdstico. Este dltimo estd asociado al tiempo que tarda el sistema en volver a disparar
un spike. La escala de tiempo de la recuperacion de la inhibicién es un parametro critico
para determinar cémo serd la relacién entre o y T,,. Se estudid la relacién entre Ty,
y la variabilidad del 151, o, y se obtuvo una relacién lineal entre ambos pardametros.
La relacién T,,-0 obtenida en los experimentos realizados en ovocitos en este capitulo

(0,39) es comparable a las halladas para otros tipos celulares [64].

Se cuantificé luego la variacién inicial de la fluorescencia del indicador citosdlico
respecto de la fluorescencia basal para estimar la magnitud de la liberacién inicial. Se
estudié la relacién entre esta liberacion inicial y la frecuencia de los spikes. Se mostré que
Taw aumentaba cuando la liberacién inicial era mas grande y que su variabilidad o tam-
bién lo hacfa. Esto indica que la cantidad de Ca?* citosélico liberada inicialmente afecta
la temporalidad y la regularidad de las oscilaciones asi como también la probabilidad de
tener spikes. Se observé que el tiempo de inicio de los spikes luego de la liberacion inicial
también dependia de la cantidad de Ca?T liberado. Mientras més intensa era la libera-
cién inicial, més tiempo transcurria hasta que iniciaban los trenes de pulsos. En [94] se
hallé que el periodo entre oscilaciones de Ca?* repetitivas estd principalmente determi-
nado por la recuperacion de la sensibilidad del RIP3. Los RIP3s deben recuperarse del
estado refractario (inhibicién luego de una apertura) después de una onda de Ca?* de
forma tal que la excitabilidad del citosol pueda volver a permitir la propagacién de otra
onda. Los resultados presentados en este capitulo indican que el Ca?*t citosélico parece

ser el mecanismo de inhibicién global propuesto por los autores de [64].



Capitulo 6

Obtencién y procesamiento de

imagenes wide-field para la

observacién de senales de Ca?™

con alta resolucion temporal y

seccionado tipo confocal

6.1. Resumen

Las senales de Ca’t mediadas por RIP3s presentan un amplio rango de patrones
espacio-temporales. En este capitulo se presenta un método simple y econémico para la
deteccién de estas senales que tiene alta resolucién temporal y buena resolucién espacial.
Mediante el uso de un microscopio wide-field, iluminacién LED y una camara EMCCD
se puede obtener una resolucién axial de ~ 1 ym (agregando un telescopio 5x antes de
la cdmara). El uso de la cAmara EMCCD provee una buena resolucién temporal (hasta
500 cuadros por segundo). Se caracterizé primero la PSF del set-up para cuantificar su
resolucion espacial. Se utilizé luego el microscopio para obtener imégenes fluorescentes
(estaticas) de distintas estructuras internas de ovocitos de Xenopus laevis que se compa-
ran razonablemente bien con las obtenidas con un microscopio confocal. Finalmente, se
usé este set-up para observar seiiales de Ca?t mediadas por RIP3s obteniendo iméagenes
bidimensionales con resoluciéon temporal similar a la de imagenes confocales en modo
line-scan. Se propone un método relativamente facil para el andlisis automatizado de
las imagenes que permite ubicar posibles sitios de liberacién de Ca?t atn cuando las

imagenes adquiridas son muy ruidosas.
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6.2. Marco general y motivacion

Obtener imagenes en las que se distingue la apertura individual de los RIP3s dentro
de un cimulo es crucial para entender cémo ocurre el mecanismo de CICR y cémo
puede ser afectado por la presencia de diferentes buffers de Ca?t [95, [96]. Esto requiere
que las resoluciones espacial y temporal del sistema de adquisicion de imagenes sean
suficientemente altas. Una opcién que ofrece buena resolucién espacial es la microscopia
confocal [26]. La principal ventaja de esta técnica es la reduccién de luz fuera de foco
proveniente de planos no focales. El seccionado éptico permite distinguir estructura fina
y detectar pequenos cambios en la fluorescencia que ocurren en sitios especificos dentro
de la célula. Mientras que el uso de microscopia confocal permite lograr alta resolucion
espacial, la resolucion temporal estd limitada por la velocidad de escaneo del laser en la
region observada [97]. Una posibilidad es trabajar con imagenes adquiridas en modo line-
scan (escaneando con el ldser sobre una misma linea) directamente pero de esta forma
la probabilidad de que la linea elegida para escanear pase por al menos dos ciamulos
de RIP3s es baja. La adquisicién de imégenes (bidimensionales) usando microscopia
wide-field y una camara rapida aumenta la resoluciéon temporal respecto de la de la
microscopia confocal. Sin embargo el uso de microscopia wide-field para este propdsito
resulta en un seccionado axial mucho més bajo [98] y por lo tanto en una pérdida
considerable de contraste y resolucion. La microscopia de fluorescencia de reflexién total
interna (o TIRF del inglés Total Internal Reflection Microscopy) mejora lo dltimo y por
lo tanto permite la adquisicién de imagenes con camaras rapidas. Esta técnica ha sido
usada para observar sefiales de Ca’?t mediadas por RIP3 en células SH-SY5Y porque
en ellas los RIP3s estdn suficientemente cerca de la membrana celular [54, 09]. En estas
células se usa una forma de IP3 permeable a membrana para evocar las senales que no
se metaboliza tan rapido como la versién nativa o la micro-inyectable [100]. Esta ultima
es la que se usa para evocar sefiales de Ca?T en ovocitos de Xenopus laevis. No es facil
utilizar microscopia TIRF directamente en ovocitos [I01] debido a la distancia de ~ 5 um
entre la membrana plasmadtica y la localizacién de los ctimulos de RIP3s [39]. En este tipo
de células se ha usado microscopia wide-field para obtener imdgenes bidimensionales [98§]

pero con poca resolucién axial.

En este capitulo se presenta un método que combina el uso de una interfaz de am-
plificacién en un microscopio wide-field con un procesamiento de imagenes que permite
obtener imdgenes bidimensionales de sefiales de Ca?* en ovocitos con alta resolucién
temporal y con resolucion espacial equivalente a la de un microscopio confocal. Se mues-
tran, en primer lugar, imégenes estaticas del interior del ovocito. Es posible mejorar el
contraste de dichas imagenes mediante diferentes tipos de procesamientos. Se muestra

luego que es posible evocar y detectar senales de Ca?T con el microscopio. Se propone
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finalmente un método de andlisis de las imagenes wide-field que permite detectar au-
tomaticamente los eventos de Ca?* localizados, atin en imagenes muy ruidosas. El cédigo
desarrollado para este fin estd basado en el abordaje propuesto en [87] para identificar
sefiales de Ca?t en miocitos desde el lado luminal ya que la observacién en wide-field
y la observacién de senales desde el lumen comparten la dificultad de poder identificar
pequenas (pero significativas) variaciones de fluorescencia en un entorno muy ruidoso o
de mucha luminosidad. El método propuesto permite hallar de forma rapida sitios en
donde puede haber ocurrido una liberacién de Ca?* en secuencias de imagenes. La com-
binacion del método de adquisicion y el analisis automatizado de las imagenes conforman
un primer paso necesario para determinar cémo se propaga una senal de Ca?* dentro de
un camulo de RIP3s mediante CICR. La posibilidad de avanzar en este aspecto es muy
importante, especialmente en vista de observaciones recientes que han mostrado que la
difusién del IP3 en las células se ve dificultada probablemente debido a la presencia de
RIP3s silenciosos [19].

6.3. Modificacion del microscopio wide-field

Los experimentos presentados en este capitulo fueron realizados utilizando un mi-
croscopio wide-field en el que se modifico la fuente de iluminacién y una cAimara EMCCD
(del inglés Electron-multiplying Charge Coupled Device) antes de la cual se colocé una
interfaz que provee un aumento adicional de 5x. A continuacién se describe la modifi-
cacion realizada al sistema de iluminacién del microscopio y la interfaz utilizada para
proveer el aumento adicional antes de la cdmara. Puede hallarse en el Apéndice [A] una
descripcion detallada del cuerpo del microscopio (que se comparte con el microscopio
confocal). En todos los experimentos que se presentan en este capitulo, se utilizé el

objetivo de inmersién en aceite 60x.

6.3.1. Cambio en la iluminacion

El microscopio comercial Olympus IX-81 cuenta con una lampara de mercurio (Hg)
como fuente de iluminacién. Segin el fluoréforo que se quiera utilizar, se selecciona el
cubo de fluorescencia necesario para filtrar la longitud de onda de excitacién necesaria.
Si bien la ldmpara ofrece varias lineas de emisién, no se tiene control independiente de
cada una de ellas. Al usar esta fuente de iluminacién la tnica forma de seleccionar qué
longitudes de onda llegan a la muestra es usando filtros. Si bien se pueden usar dos longi-
tudes de onda simultdneamente, no se puede tener control individual de la temporalidad
de cada una de ellas ni de su intensidad. En particular, para los experimentos de senali-

zacion, se quiere excitar al fluoréforo con luz azul mientras que se fotolibera al compuesto
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enjaulado con luz UV. Como se quiere tener control independiente de ambas fuentes de
luz, la lampara de Hg no sirve para este fin. Con el fin de poder realizar la excitacién del
fluoréforo y la fotoliberacién del IP3 enjaulado en simultdneo, se cambid este sistema de
iluminacién. Se reemplazé a la ldmpara por un sistema de LEDs (Tk-LEDs de Tolket)
que cuenta con 3 LEDs (azul, verde y UV). Se muestran en el grifico de la Fig. [6.1
los espectros de los LEDs utilizados en los experimentos de este capitulo. Este sistema
otorga una gran ventaja frente a la lampara de Hg ya que permite seleccionar el espectro
de iluminacion sin tener que recurrir al filtrado éptico. Cada LED puede controlarse de
manera independiente y muy rdapida. Esta modificacién permite, por ejemplo, tener una
excitacion continua del fluoréforo y a su vez fotoliberar al compuesto enjaulado de forma

pulsada o continua segtn el experimento que se desee realizar.
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Figura 6.1: Espectros de los LEDs utilizados. Se representa en linea azul el espectro
del LED azul y en linea violeta el espectro del LED UV.

Ademads de cambiar el sistema de iluminacion, se modificé el cubo de fluorescencia
utilizado para el fluoréforo Fluo-4 para poder iluminar a la muestra con el LED azul
y simultdneamente fotoliberar al IP3 enjaulado con el LED UV. Se removié el filtro de
excitacion (470/40 nm) del cubo y se lo colocé frente al LED azul. No se modificaron el
espejo dicroico (500 nm) ni el filtro de emisién (525/50 nm) del cubo. Utilizando este
cubo modificado pueden ingresar a la muestra las longitudes de onda necesarias para
fotoliberar al compuesto enjaulado (355 nm) y para excitar al fluoréforo Fluo-4 (494

nm).

6.3.2. Deteccién de la fluorescencia

Se utilizé una camara EMCCD (Cascade 128+ de Photometrics) para la adquisicién
de imagenes. Este dispositivo puede adquirir hasta 500 imagenes por segundo. El mi-
croscopio cuenta con un puerto lateral en donde se puede acoplar a la cdmara. En lugar
de colocar la camara directamente al puerto lateral se agregé en este camino un ocular
5x (Olympus PE 125) y se modificé la salida del puerto agregando un tubo adaptador
con el ocular en su interior. El agregado de este ocular modifica el tamano del pixel

(va que cambia el campo de observacién del microscopio) y la resolucién espacial. Se
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muestra en la Fig. un esquema del microscopio wide-field modificado. Pueden verse

en este esquema los LEDs y el agregado del ocular 5x en el camino de la deteccién.
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Figura 6.2: Esquema del set-up wide-field modificado utilizado para realizar los expe-
rimentos de este capitulo.

6.4. Resolucion espacial del microscopio wide-field

Para caracterizar y cuantificar la resolucion espacial del microscopio se adquirié la
PSF (del inglés Point Spread Function) experimental. El método utilizado para adquirir
la PSF se describe a continuaciéon y se muestran luego los resultados obtenidos tanto

para la resolucién lateral como para la resolucion axial.

6.4.1. Meétodo para adquirir la PSF experimental

Para obtener las PSF radial y axial del set-up se realizé el siguiente procedimiento.
Se preparé primero una muestra que contenia microesferas fluorescentes de ~40 nm de
didmetro cuya emision y absorcién coincidiera con la del fluoréforo que se utilizé luego
(FluoSpheres Yellow-Green de Molecular Probes). Se disolvieron primero las microesferas
para obtener una solucién poco concentrada. Se deposité una gota de esta solucién sobre
un cubreobjetos. Una vez que se evaporo el liquido se cubrié con una gota del aceite de
inmersién que se utiliza con el objetivo 60x. La solucién debe estar poco concentrada
para poder luego observar (idealmente) una tnica microesfera a la vez en el campo de
observacién del microscopio. Se colocd la muestra en el microscopio y se adquirieron
iméagenes de las microesferas utilizando los mismos parametros de adquisicion que se
utilizarian luego para adquirir imagenes de la estructura del ovocito y de las senales de
Ca?*t en su interior. Se adquiri6é una pila de imégenes en la direccién axial (o direccién

Z) que corresponde a la direccién perpendicular al plano de observacién (plano XY). El
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paso elegido entre cada imagen fue de 0.02 pm. Se procesaron luego las iméagenes para
reconstruir la PSF del set-up. Para estimar la resolucién se ajustaron los datos de la

PSF experimental con una funcién gaussiana.

6.4.2. Resolucién lateral

Para cuantificar la resolucién lateral (o radial, es decir en el plano XY) se cons-
truyé la PSF experimental radial. Usando el método descrito en la seccién anterior se
obtuvieron imagenes de microesferas fluorescentes de tamaifio sub-resolucion y con estas
iméagenes se puede reconstruir la PSF del sistema. Se muestra en la Fig. el grafico
correspondiente a la PSF radial del microscopio. Los datos experimentales obtenidos
(puntos) se ajustaron con una funcién gaussiana (linea) que se superpone en el gréfico.
Se usa el FWHM (del inglés Full Width at Half Mazimum) de la funcién gaussiana de
ajuste como estimacion de la resolucion lateral. Se estimé un FWHM de 0.56 ym a partir

del ajuste de los datos experimentales adquiridos.
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Figura 6.3: PSF lateral del microscopio wide-field obtenida experimentalmente. Perfil
de intensidad normalizado como funcién de la coordenada lateral. Los puntos represen-
tan los datos experimentales y la linea sélida el ajuste gaussiano.

6.4.3. Resolucién axial

El grafico de la Fig. muestra la PSF axial experimental adquirida (puntos) junto
con el ajuste gaussiano correspondiente (linea). Como se puede observar en el grafico
de la Fig. los datos experimentales presentan asimetria. Esto indica que el sistema
no es ideal. Se puede sin embargo ajustar los datos con buena precisién y asi estimar
la resolucion axial del set-up. A partir del ajuste de los datos experimentales, se estima

que el FWHM en la direcciéon axial es de 1.2 pm.
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Figura 6.4: PSF axial del microscopio wide-field obtenida experimentalmente. Perfil
de intensidad normalizado como funcién de la coordenada axial. Los puntos representan
los datos experimentales y la linea sélida el ajuste gaussiano.

6.5. Imagenes estaticas

Como paso previo a la observacién de senales y con el fin de caracterizar la capacidad
del set-up wide-field de distinguir y resolver estructuras intracelulares se adquirieron
iméagenes de distintas estructuras estaticas del ovocito. En esta seccién se muestran

iméagenes de la distribucién del Ca?* citosélico y de la membrana del RE.

Los experimentos para observar la distribucién de Ca?* citosélico fueron realizados
usando el indicador Fluo-4 dentro del ovocito. Las caracteristicas principales de este
fluoréforo se describen en el Apéndice [A]l Se utiliz6 una concentracién intracelular de
Fluo-4 de 37 uM. Se utilizé el LED azul para excitar al fluoréforo y se enfocé el objetivo
en el interior del ovocito, aproximadamente a la altura de los granulos. La adquisicién
se realizé con un tiempo de exposiciéon de la cdmara largo para colectar mucha luz en
cada pixel. En la Fig.[6.06] A se puede observar el tipo de imdgenes que se obtiene de este
modo. En ella se distinguen los granulos en donde el Fluo-4 no ingresa y por lo tanto
la fluorescencia es mucho méas baja. Los bordes de estas estructuras, sin embargo, no se

llegan a resolver con mucha precision.

Los experimentos para observar la membrana del RE fueron hechos con el fluoréforo
Dil cuyas propiedades se describen en el Apéndice[A] En este caso se iluminé a la muestra
con el LED verde y nuevamente se colecté la fluorescencia con el objetivo 60x. En la
Fig. A se muestra el tipo de imagenes que se obtiene de este modo. Como en el
caso anterior el contraste no es 6ptimo lo que dificulta la observacién de la estructura

marcada.
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6.5.1. Meétodos de procesamiento de imagenes

Con el objetivo de mejorar el contraste de las imagenes obtenidas con el microscopio
wide-field y poder resolver mejor las estructuras internas del ovocito se proponen dos
métodos de procesamiento de las imagenes. Se describen a continuacién los dos métodos
utilizados para procesar las imagenes adquiridas con el microscopio wide-field. El primer
método estd basado en el andlisis de la distribucién de intensidades de las imagenes

mientras que el segundo es la aplicacion de un filtro.

6.5.1.1. Aplicacion de un umbral a partir del analisis de la distribucién de

intensidades

El primer procesamiento aplicado para mejorar el contraste de las imagenes estaticas
adquiridas consistié en elegir y aplicar un umbral de intensidad. Para determinar el valor
del umbral apropiado para cada imagen se analizé primero el histograma de intensidad de
cada una de ellas. Se elabord un criterio con el fin de separar los pixeles de ruido de los de
fluorescencia de un indicador. Suponiendo que las distribuciones de los pixeles de ruido y
de fluorescencia son gaussianas, se ajustoé el histograma de intensidad de cada imagen con
dos funciones gaussianas como se explica a continuacién. Se computé primero el maximo
de la distribucién total y se ajusté con la primer gaussiana, G, hasta ese valor. Se resto
luego a la distribucion total la funcion G;. Se obtuvo de esta forma la distribucién de
pixeles de mayor intensidad que se ajusté también con una funcién gaussiana, Go. Se
tomo como umbral T al valor medio de la gaussiana G; correspondiente a los pixeles de
menor intensidad (los que se consideran ruido). Se muestra en la Fig. un esquema
que ejemplifica el procedimiento descrito para elegir el umbral de intensidad de las
imagenes wide-field adquiridas. La linea punteada proviene de un experimento del estilo
del ilustrado en la Fig. A. Se trata de un histograma de intensidad de fluorescencia
de los pixeles de la imagen obtenida. Las curvas rayada y entera corresponden a las
dos gaussianas con las que se ajusta el histograma. El valor T del umbral estd también
indicado en la figura. Se asocia la funcién gaussiana graficada con linea rayada G; a
la sub-poblacién de pixeles que se supone son de ruido mientras que se identifica a la
de linea sélida G5 con la distribucién de pixeles de fluorescencia del indicador. Una vez
determinado el valor del umbral, T', (que corresponde al valor medio de la fluorescencia
para la primera gaussiana), todos los pixeles con intensidades por debajo de este valor
se consideran de ruido y se lleva su intensidad a 0. De esta forma se obtienen imagenes
en las que se maximiza el contraste para poder identificar mejor estructuras y minimizar

el ruido.
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Figura 6.5: Esquema del procedimiento utilizado para elegir un umbral y mejorar

el contraste de las imagenes wide-field. La linea punteada ejemplifica una distribucién

de intensidad de pixeles de una imagen. La linea rayada es el ajuste con una funcién

gaussiana GG1 de la primera sub-poblacién de pixeles (considerados de ruido) y la linea

sélida es el ajuste Gy de la segunda sub-poblacién (pixeles de fluorescencia no ruidosa).
Se indica el umbral T' tomado como el valor medio de la primera distribucion.

Para verificar que este criterio para mejorar el contraste fuera 1til, se aplicé también
el método de Otsu [102] a las imagenes analizadas obteniendo valores similares para el

umbral en cada caso.

6.5.1.2. Aplicacion de un filtro pasabanda

Otra forma de mejorar el contraste de las imagenes y deshacerse de la luz de planos
no focales es aplicar un filtro pasabanda. Este procesamiento se realizé de forma auto-
matizada con un plug-in del programa ImageJ [103]. El método para filtrar la imagen
consiste en deshacerse de las frecuencias espaciales muy altas o muy bajas para elimi-
nar luz fuera de foco (estructuras muy grandes) y ruido (estructuras muy pequenas).
El filtrado se realiza luego de hacer la transformada de Fourier de la imagen y pasar al
espacio de las frecuencias espaciales. Se probaron distintos filtros y finalmente se trabajé
con un filtro que suaviza las estructuras menores a 3 pixeles y elimina las estructuras

superiores a 20 pixeles.

6.5.2. Imagenes procesadas de estructuras internas del ovocito

Se muestran en esta seccién las imdgenes de la distribucién del Ca?* citosélico y
de la membrana del RE ya descriptas a las que se les aplicé el método del umbral y el

filtro pasabanda.
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6.5.2.1. Observacién del Ca?T citosélico

Como ya se indicé, la Fig. A muestra una imagen de la distribucién de la fluores-
cencia del indicador Fluo-4 dentro del ovocito obtenida antes de aplicar el procesamiento.
En la Fig. B se muestra la misma imagen pero luego de haberle aplicado el umbral
descrito en la Seccién [6.5.1.1] En este caso se distinguen mejor los contornos de las
estructuras citosélicas en donde el indicador no entré. En la imagen de la Fig. [6.6] B
se pueden identificar por ejemplo los granulos de pigmento como estructuras esféricas
opacas. De esta forma, se mejora el contraste de las imagenes wide-field y esto permite
ubicarse con mayor precisién dentro de la célula y distinguir sus estructuras. Se muestra
en la imagen de la Fig. C el resultado de aplicar el filtro pasabanda descrito en
la Seccidn [6.5.1.2] En este caso también mejora el contraste y se distinguen mejor las

estructuras como los granulos y sus contornos.

Figura 6.6: Imagen de la fluorescencia del indicador Fluo-4 dentro del ovocito. A
Imagen sin procesamiento. B Misma imagen que A luego de aplicarle el umbral descrito
en la seccién [6.5.1.1] C Misma imagen que A luego de aplicarle el filtro descrito en la

seccién [6.5.1.2

Para cuantificar cuan bien resuelve estructuras internas el set-up wide-field agregando-
le el procesamiento de datos descrito en la seccién se analizaron distintas imége-
nes provenientes de distintos ovocitos y se midié el didmetro de los granulos de pigmento
como referencia. Se obtuvo un didmetro medio de valor 1.47 4+ 0.20 um que se compara
relativamente bien con el valor obtenido al medir estas estructuras a partir de imégenes
adquiridas con el microscopio confocal (1.11 + 0.31 um) como las que se muestran en la
Fig del Capitulo [3| por ejemplo. Si bien el contraste que ofrece la microscopia con-
focal es mucho mayor, al aplicar los procesamientos de iméagenes descritos en la seccién

anterior se pueden caracterizar las mismas estructuras internas con ambos set-ups.

6.5.2.2. Observacion de la membrana del RE

Como ya se indico, la Fig. A muestra una imagen de la distribucién de la

fluorescencia del marcador de membrana Dil dentro del ovocito obtenida antes de aplicar
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el procesamiento. Al aplicar los procesamientos descritos anteriormente a esta imagen
se obtuvieron las imagenes de las Figs. B y C. En este caso al aplicar el umbral
el contraste obtenido es mayor que al pasarle a la imagen el filtro pasabanda. Ambos
procesamientos mejoran la detectabilidad de las estructuras respecto de la imagen sin

procesar.

= -

Figura 6.7: Imagen de la fluorescencia del indicador Dil dentro del ovocito. A Imagen
sin procesamiento. B Misma imagen que A luego de aplicarle el umbral descrito en
la seccion [6.5.1.1] C Misma imagen que A luego de aplicarle el filtro descrito en la

seccién

Se puede afirmar luego de haber obtenido imégenes del Ca?T citosélico y de la
membrana del RE que el set-up wide-field logra resolver distintas estructuras internas
del ovocito y que al aplicarle a las imagenes procesamientos relativamente simples y
rapidos se logra una mejora considerable del contraste. Esto es importante ya que el fin
dltimo de este set-up es poder observar sefiales de Ca?* dentro de los ovocitos y para
ello es indispensable poder ubicarse dentro de la célula y poder tener buena resolucién

espacial y buen contraste.

6.6. Deteccién de senales intracelulares de Ca2*

Luego de utilizar el set-up wide-field modificado para obtener iméagenes de estruc-
turas internas del ovocito se lo utilizdé en experimentos dindmicos de senalizacion de
Ca?*. Se describen en esta seccién los experimentos realizados y el método utilizado

para detectar automéaticamente eventos a partir de las imagenes adquiridas.

6.6.1. Experimentos de adquisicién de senales de Ca®" con el set-up
wide-field

Para evocar y detectar senales de Ca?* con el set-up wide-field se utilizaron los
LEDs UV y azul para fotoliberar IP3 enjaulado y para excitar al fluoréforo Fluo-4

respectivamente. La fotoliberacién del compuesto enjaulado se realizé presentando un
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pulso UV de duracién ~ 100 ms poco después de comenzar la adquisicién de iméagenes
con la cdmara. Para los experimentos presentados a continuacién las concentraciones
intracelulares de Fluo-4 e IP3 en los ovocitos fueron 37 uM y 9 uM respectivamente.
Se utilizé también el buffer exégeno EGTA para favorecer la localizacién espacial de
las sefiales (evitar la generaciéon de ondas de Ca?* o eventos grandes como se explica
en el Apéndice . La concentraciéon de EGTA utilizada fue de 370 uM. Se utilizé el
objetivo 60x para colectar la fluorescencia. Antes de empezar la adquisicién se tomaron
una serie de imagenes similares a las presentadas en las seccién con tiempos
de exposicion de la camara largos y de esta forma se eligié la ubicacién dentro de la
célula. Como en estos experimentos se quiere detectar sefiales breves (puffs de Ca?"), el
tiempo de exposicion de la cdmara durante el experimento de fotoliberacién de IP3 fue
breve. Esto significa que las imédgenes obtenidas son més ruidosas que las obtenidas en
los experimentos estaticos de la Seccién y por eso no se distinguen las estructuras
internas durante este experimento dindamico. Se tomaron imagenes de una regién de 13
pum x 13 um dentro del ovocito a la altura de los granulos. Se toma una imagen cada
10 ms y en total se adquirieron 500 iméagenes. El resultado de un experimento de este

tipo es una pila de imagenes, en este caso de 128 pixelesx 128 pixelesx500 cuadros.

Un ejemplo de los resultados obtenidos al evocar sefiales de Ca?* fotoliberando IP3
enjaulado se observa en la Fig. En el panel de la izquierda de la Fig. se muestra
una imagen (o cuadro) de la fluorescencia normalizada Fn = (F — Fp)/Fy observada
luego del estimulo de fotoliberacién respecto de la fluorescencia basal previa al estimulo
(Fp). Se detalla en el Apéndice [B|la forma en que se calcula el valor Fyy para cada pixel
y se normalizan luego todas las imagenes con esta fluorescencia basal. Se trabaja con
esta fluorescencia y no con la fluorescencia cruda (F') para distinguir mejor los eventos.
Como se puede ver en la imagen de la Fig. al adquirir con tiempos de exposicién muy
breves no solo no se distinguen las estructuras internas sino que todo lo que se ve parece
ser ruido. Como primera aproximacién para verificar que se podian detectar senales
de Ca?* con este set-up, se identificaron manualmente los sitios en las imégenes que
presentaban mayores aumentos de la fluorescencia luego del estimulo. Se identificaron
visualmente 5 sitios en donde ocurren eventos. Estos se indican con puntos numerados
de 1 a 5 en la imagen de la Fig. En cada uno de los 5 sitios indicados se promedia
espacialmente la fluorescencia normalizada sobre una regién de ~ 16 pixeles (0.4 pum X
0.4 pm). El tamano de las regiones sobre las que se promedia en este caso es tal que
tipicamente abarcaria la extension de un tinico ciimulo de RIP3s. La evolucién temporal
del promedio espacial de Fiy sobre la region seleccionada, < F > (t), en estos sitios se
muestra en el panel de la derecha de la Fig. A pesar de que los gréficos son ruidosos,
se distinguen elevaciones marcadas y breves (picos en los graficos) de < F > en los 5

sitios. Se observa una elevacién de la fluorescencia en los sitios 1, 2 y 3 que ocurre de
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forma simultdnea (dentro de la resolucién temporal del experimento)~ 1 s después de
que se presenta el estimulo UV. Estos tres sitios estan suficientemente separados como
para considerar que estos eventos surgen de cimulos de RIP3s distintos. De esta forma,
este set-up permite la deteccién de eventos simultaneos en sitios distantes. Por otro lado,
los sitios 2 y 4 estdn muy préximos pero presentan eventos que no necesariamente estan

correlacionados entre si. Esto indica que este set-up permite diferenciar este tipo de

eventos ain si espacialmente son muy cercanos.

o 5
40 1
20
ok ! I
05 1 1.5 2 25 3
Tiempo después del UV [s]

Figura 6.8: Seiiales de Ca?" detectadas con el set-up wide-field modificado. A la

izquierda, una imagen de la regién observada en donde se marcan los sitios de liberacion

(1-5) identificados manualmente. A la derecha, perfiles temporales de < Fx > en los
sitios marcados.

Hasta ahora se mostré que el set-up wide-field modificado tiene la capacidad de
adquirir senales de Ca®* localizadas con alta resolucién temporal. Se quiere saber ademas
si es posible distinguir eventos que ocurren en puntos muy cercanos entre si utilizando las
iméagenes wide-field. Para tal fin se analizé también el comportamiento de la fluorescencia
en una pequena regién alrededor del sitio 3 de la Fig. para estudiar la capacidad del
set-up de resolver eventos con alta resolucién espacial. Como se muestra en el esquema
de la izquierda de la Fig. se elige una regién de 16 pixeles que se divide a su vez
en 4 sub-regiones del mismo tamano. Se promedia la fluorescencia normalizada para
cada una de estas sub-regiones de 0.2 um x 0.2 um y se estudia su evolucién temporal.
Se muestran en el panel de la derecha de la Fig. estas 4 evoluciones temporales.
Los perfiles temporales de las 4 sub-regiones presentan elevaciones breves en distintos
tiempos. A pesar de que las sub-regiones analizadas son adyacentes y de que se estd casi
en el limite de la resolucion espacial, los comportamientos observados son distintos. Esto

indica que este set-up ademads de ofrecer alta resolucién temporal tiene la capacidad de
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Figura 6.9: Senales de Ca?t detectadas con el set-up wide-field modificado. Detalle
de la evolucién temporal de 4 subregiones dentro del sitio 3 de la Fig.

detectar eventos individuales en regiones muy cercanas. Se podria inclusive pensar que
las 4 sub-regiones indicadas forman parte del mismo cimulo de RIP3s y que se estan

observando eventos dentro del cimulo.

6.6.2. Procesamiento de imagenes de senales y método de deteccion

automatica de eventos breves de liberacién de Ca?**

Luego de realizar experimentos dindmicos y de identificar liberaciones de Ca?*
de forma manual, se desarrolld6 un método que permite identificar posibles sitios de
liberacién en las pilas de iméagenes wide-field. El objetivo de este método fue obtener las
coordenadas espaciales de los sitios en donde ocurrieron liberaciones de Ca?t de forma
automatizada y rapida. El método tiene distintas etapas de procesamiento de los datos.
Todas estas etapas forman parte de una rutina de MATLAB [104] escrita especificamente
para este andlisis. El procesamiento de las imagenes realizado se resume en el esquema de
la Fig.[6.10} Como se ve en este esquema se puede partir de la pila de imdgenes sin ningin
procesamiento F' o de la pila filtrada Fr. El filtrado es el descrito en la seccion
que se puede realizar sobre todas las imédgenes de la pila. En primer lugar, como se
hizo en la seccién anterior, se normalizaron todas las imagenes de una pila respecto
de la fluorescencia basal antes del estimulo UV. Se obtiene de esta forma una imagen
Fx(i,7) para cada tiempo en donde (i,7) son las coordenadas espaciales de cada pixel
en la imagen. Para distinguir e identificar los sitios en donde ocurren elevaciones de la
fluorescencia notables, se propone como segunda etapa del procesamiento la aplicacién
de un umbral de intensidad. Para cada pixel (7,7) se definié6 un umbral U(i,j) que
tiene en cuenta el promedio temporal de la fluorescencia normalizada en ese pixel antes
del UV, Wt <7y ¥ Su desvio estandar, on(i, 7). Se tomé como umbral al valor
Ui j) = FN(i,j)KTUV + 8on(7,7) y se utiliz6 este valor para binarizar las imagenes.
Para cada imagen (es decir para cada tiempo t) si Fy(i,5) > U(i,j) se reemplazé la
intensidad en ese pixel por 1 y si Fn(i,j) < U(i,j) se reemplazé la intensidad de ese
pixel por 0. De esta forma se obtuvo una pila de imagenes binarias F'g. En esta etapa, se

podria haber realizado una inspeccién visual (como se realizé en la seccién anterior) de
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Figura 6.10: Esquema del método para realizar la bisqueda automatica de los sitios de

liberacién. Se representan las distintas etapas del procesamiento de las pilas de image-

nes. F' representa la fluorescencia cruda, Fly representa la fluorescencia normalizada

respecto de la fluorescencia basal Fy, Fg representa la imagen binaria obtenida luego
de aplicar el umbral U en cada pixel de cada imagen normalizada.

las pilas de imédgenes binarias para identificar los sitios (7, j) en donde habia conjuntos

de pixeles 1.

Para identificar de forma automatizada la localizacion de los sitios candidatos a ser
sitios de liberacién de Ca®*t no alcanza solamente con identificar pixeles 1 aislados en
las imagenes binarizadas F'g sino que se buscaron los pixeles 1 conectados entre si en las
dimensiones espaciales y en la dimensién temporal ya que un pixel 1 aislado puede ser
ruido o una fluctuacién aleatoria muy alta. Para encontrar estos pixeles 1 conectados en
la pila de imégenes Fp se utilizé una funcién de MATLAB [104] que busca componentes
conectadas (objetos) de un cierto tamano en imégenes binarias (pueden ser imagenes 2D
o como en este caso imagenes 3D). El resultado de esta busqueda en la pila de imédgenes
binarizadas es una lista de coordenadas espaciales (icc, joc) en donde se encuentran

las componentes conectadas.

Finalmente, para comprobar si en los sitios (icc, joc) hay elevaciones de la fluo-
rescencia durante el registro, se graficaron las series temporales de la fluorescencia en
cada uno de esos sitios. En en el esquema de la Fig. [6.10] se representa a esta etapa con
un grafico de Fiy vs t en un sitio (icc, joc). Se muestran en la Fig. algunos de los
eventos detectados automaticamente usando el método descrito en esta seccion aplicado

a la medicién presentada en la Fig. [6.8]

Los 4 perfiles temporales que se muestran en los graficos de la Fig. [6.11] correspon-

den a la evolucién temporal de la fluorescencia en 4 pixeles en la imagen de fluorescencia
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Figura 6.11: Eventos detectados autométicamente con el algoritmo presentado en
esta seccién. Cada gréfico corresponde a la fluorescencia normalizada F en un sitio
(un pixel) en funcién del tiempo.

normalizada F. En este caso no se realiza ningun promedio espacial. A pesar de que
los registros son ruidosos, se puede apreciar la apariciéon de elevaciones breves que se
distinguen claramente del fondo ruidoso. Para descartar que se trate de posibles fluc-
tuaciones, se graficé para cada uno de los registros una linea vertical que en cada caso
corresponde al umbral U que se define respecto del valor medio y el desvio estdndar de

cada serie temporal como U = (Fy) + 50.

6.7. Discusién

En este capitulo se presenta una forma de detectar sefiales de Ca?t en ovocitos de
Xenopus laevis con alta resolucion temporal mediante el uso de un microscopio wide-
field modificado. Se cambié el sistema tradicional de iluminacién fluorescente (lampara
de Hg) por un sistema de LEDs de control independiente. Para lograr excitar fluores-
cencia y evocar senales fotoliberando IP3 enjaulado, se modificé el cubo standard de
fluorescencia de forma tal que a la muestra lleguen simultaneamente las longitudes de
onda de excitacién y de fotdlisis. Se agregé ademads un ocular adicional 5x frente a la
camara. Se cuantificé la resolucion espacial del set-up midiendo la PSF experimental.
El set-up modificado se utilizé luego para observar estructuras internas del ovocito. Las
estructuras observadas son comparables a las que se pueden observar en el microscopio
confocal (ver Figs. y del Capitulo . A pesar de que el contraste de las imége-
nes adquiridas con el microscopio wide-field modificado no es tan bueno como el de las
imagenes confocales, pueden aplicarse procesamientos de las imagenes para mejorar este
aspecto. Aplicando un umbral a las imagenes wide-field se logré cuantificar el tamano
de las estructuras observadas y se obtuvieron resultados comparables a los obtenidos
en imégenes confocales. Se puede también mejorar las imagenes aplicindoles un filtro

pasabanda y descartando de esta forma estructuras muy grandes o ruido.



Capitulo 6. Obtencion y procesamiento de imadgenes wide-field 98

Se utilizé finalmente el set-up wide-field para evocar y detectar sefiales de Ca?*
mediadas por RIP3s en ovocitos. Aprovechando la alta resolucién temporal de la camara
EMCCD, se obtuvieron registros de imagenes de la fluorescencia de un indicador de
Ca?T en una regién dentro del ovocito mientras que se fotoliberé simultdneamente IP3
enjaulado. Esto fue posible gracias a la modificacién realizada en la iluminacién del set-up
que permite la entrada simultdnea de las dos longitudes de onda necesarias. Se observaron
seniales breves y localizadas. Algunos de estos eventos se detectaron simultdneamente en
sitios distintos y distantes que no hubieran sido detectados de haber usado microscopia
confocal. Al incorporar el ocular 5x a la deteccién se pudo detectar fluorescencia de una
region més pequena y mejorar el seccionado éptico en la direccién axial. Se pudo de
esta forma detectar puffs de Ca?T en distintos sitios con relativamente alta precisién y
sin tener que sacrificar una dimensién espacial. Esto representa una ventaja si se quiere
estudiar el acoplamiento entre sitios de liberacién o la propagacién de ondas de Ca?* a

través de la célula.

A pesar de que las imédgenes obtenidas con este set-up no tienen tan buen contraste
como las imagenes obtenidas con microscopia confocal, el ruido de fondo puede reducirse
para permitir la identificacién de regiones marcadas adentro del oocito. Pueden ademés
obtenerse imagenes de sefiales de Ca?T de una regién que abarca 0.2 pm x0.2 ym. Dado
que se supone que los ctimulos de RIP3s cubren un area de ~ 0.25 um?, la obtencién
de dichas iméagenes abre la posibilidad de realizar andlisis de super-resolucién como los
utilizados en las técnicas de fPALM [105] o STORM [I106] para inferir la localizacién
desde donde el Ca?T es liberado durante los puffs de Ca®t en oocitos. A pesar de que
todavia no estd claro que estos anadlisis puedan ser directamente aplicados para este
proposito, esta estrategia se ha seguido para analizar imagenes de microscopia TIRF de
puffs de Ca2* [107].

Estos resultados prueban en primer lugar que se pueden inducir y detectar senales
con el set-up wide-field. A pesar de que este tipo de microscopia ofrece menor contraste
y por lo tanto la relacién senial ruido de las iméagenes no es la ideal, se lograron detectar
sefiales de Ca?t en distintos sitios simultdneamente y que se distinguen de forma signifi-
cativa del ruido. Este set-up ofrece una ventaja que es la alta resolucién temporal de la
adquisicién de imagenes. Esto permite poder observar eventos muy breves que ocurren

en sitios distantes dentro del ovocito en tiempos muy cercanos y hasta simultdneamente.
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Conclusiones

El estudio de las sefiales intracelulares de Ca’t es de gran interés dado que es-
tas sefiales estdn involucradas en una gran variedad de procesos fisiolégicos. El Ca?t es
universal y especifico a la vez. La informacién transmitida por este mensajero viaja codi-
ficada en el patrén espacio-temporal que adquiere la concentracién intracelular de Ca?*.
Para tener un entendimiento profundo de los mecanismos que moldean estas senales y su
propagacion es necesario abordar su estudio tanto desde los experimentos como desde el
modelado. En esta tesis se investigaron en particular las sefiales intracelulares de Ca?*
mediadas por RIP3s en un tipo celular particular, el ovocito de Xenopus laevis. En esta
célula el Ca?*t es liberado desde el interior del RE al citosol a través de los RIP3s. Estos
receptores estan organizados en ciimulos sobre la membrana del RE y pueden abrirse
al ligar IP3 y Ca?*. A su vez, los receptores pueden inhibirse en presencia de altas
concentraciones de Ca?*t citosélico. De esta forma, el Ca?t citosélico puede modular su
propia liberaciéon. Una de las caracteristicas poco estudiadas de estos receptores es su

regulacién por parte del Ca?T contenido en el lumen del reticulo.

Se observaron senales de Ca?* en el interior de ovocitos utilizando distintos indica-
dores fluorescentes, IP3 enjaulado y buffers de Ca?t exdgenos. Para inducir la apertura
de los RIP3s se fotoliberé al IP3 enjaulado dentro de las células. E1 Ca?t es liberado
desde el RE al citosol y se pueden sensar los cambios en las concentraciones del Ca?*t
usando los indicadores. Para adquirir la fluorescencia se utilizé6 microscopia confocal
y también microscopia wide-field. Para el analisis y la caracterizacion de los distintos
resultados experimentales se utilizaron rutinas especificas y distintas técnicas de pro-
cesamiento de imégenes. Se desarrollaron ademés modelos matematicos y simulaciones

que se compararon con los resultados experimentales y sirvieron para interpretarlos.

Se estudié en primer lugar el rol del Ca?*t citosélico como mecanismo de acopla-

miento global en la liberacién de Ca?* a través de los RIP3s. Se realizaron experimentos

99
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y simulaciones de modelos simples para estudiar la distribucion de tamano de las sefiales
de Ca?*t. Se hall que la distribucién de tamafios de sefiales locales obtenida a partir de
los experimentos presentaba una cola larga. En el Capitulo 2] se estudié la distribucién
de tamanos de eventos usando un modelo simple que tenia en cuenta la acumulacién de
Ca?* citosélico luego de cada evento. Se investigaron las distribuciones de tamaifios de
eventos al variar distintos parametros del modelo. En particular, se encontré que el tipo
de distribucién obtenida dependia fuertemente del pardmetro dc, que representaba la
tasa de remocién del Ca?* citosélico luego de una senal. Si la tasa de remocién era baja,
es decir si el Ca?t citosélico se removia lentamente del citosol y permanecia alto por
mas tiempo, la distribuciéon de eventos era de tipo gaussiana. Si, en cambio, la tasa de
remocién aumentaba en un orden de magnitud y por lo tanto se removia al Ca?t més
rapido del citosol, el tipo de eventos que se podian observar era méas variable. La distri-
bucién de tamanos ya no era gaussiana sino que presentaba una cola larga. Existié por
lo tanto una transicion en cuanto a la propagacién de las senales cuando se consideré que
se podia acumular Ca?* en el citosol luego de una sefial. Cuando el Ca?* no es removido
del citosol a una tasa lo suficientemente alta, la transicion desde un estado inhibido a
un estado activo del RIP3 lleva a la liberacién inmediata de Ca?* y a la propagacién de

una senal de baja intensidad (acotada espacio-temporalmente).

Para investigar el rol del Ca?* luminal, se desarrollé primero un protocolo para
marcar Ca?t en el RE. En el Capitulo |3[se presenta el método para cargar el RE con el
indicador Fluo-5N AM y se presentan distintas pruebas de que este indicador sigue la
dindmica del Ca?* luminal en los ovocitos de Xenopus laevis. Se utilizé luego el indicador
luminal en combinacién con un indicador citosélico y un marcador de la membrana del
RE para caracterizar las estructuras internas del ovocito. Se cuantificd a partir de estos
experimentos la relacion entre el area y el volumen del RE en los ovocitos. Se investigd
usando el indicador luminal la tasa de recarga del Ca?t luminal al RE a través de las
bombas SERCA analizando los cambios en la fluorescencia del Fluo-5N AM luego de
evocar una liberacién de Ca?t. Se interpretaron los resultados experimentales con un

modelo simple para cuantificar el flujo de recarga.

Combinando luego el uso del Fluo-5N AM y de un indicador citosdlico cuya emi-
sién es complementaria a la del indicador luminal, el Rhod-2, se estudio la dinamica del
Ca?*t luminal y citosélico en simultdaneo durante los primeros instantes de una liberacién
de Ca?t mediada por RIP3s. En el Capitulo |4] se muestran los resultados experimenta-
les obtenidos al seguir simultaneamente la fluorescencia de los indicadores citosdlico y
luminal durante una liberacién. Se cuantificaron las variaciones de la fluorescencia de
ambos indicadores durante una liberacién global de Ca?t mediada por RIP3s. Se aplicé
un modelo simple para obtener estimaciones de los flujos de Ca?t a ambos lados de la

membrana del RE durante los primeros instantes de la liberacién. Se interpretaron los



Capitulo 7. Conclusiones 101

resultados experimentales gracias al modelo y se concluy6 que el lumen actiia como un
reservorio casi inagotable de Ca?t durante las liberaciones. Se atribuyé esta capacidad a
los buffers luminales que pueden liberar Ca?t muy répido y asi compensar las deplecio-
nes que ocurren en las vecindades de los RIP3s durante una liberacion. Esta propiedad
junto con la geometria del RE caracterizada en el Capitulo [3| es lo que explica porqué
en los ovocitos no se han podido observar depleciones locales y breves de Ca?* luminal.
Luego de estudiar la geometria del RE y la dindmica del Ca?t luminal durante eventos
de Ca?* mediados por RIP3s se observé que en los ovocitos existe un mecanismo de relle-
nado rédpido del RE desde el interior que evita la deplecién del Ca?* luminal durante las
senales mediadas por RIPss. El gran volumen que este reservorio ocupa en los ovocitos
y la capacidad de liberar Ca?* de los buffers luminales garantizan la disponibilidad de
Ca?T luminal atin cuando se produzca una liberacién global. Se concluyé por lo tanto
que el Ca?t luminal no es responsable de la terminacién de las sefiales mediadas por

RIP3s en estas células.

Usando nuevamente los indicadores luminal y citosélico en conjunto se analizaron
los aspectos espacio-temporales de la dindmica del Ca?t durante liberaciones prolonga-
das evocadas por estimulos de intensidad variable. En el Capitulo [5| se analizaron las
dindmicas espacio-temporales del Ca?* luminal y citosélico en este tipo de experimentos
de liberacién. Se observé la aparicién de spikes de Ca?t luego de una liberacién inicial
solamente en los casos en los que la liberacién inicial de Ca?t era menos intensa. Se
caracterizaron los tiempos entre spikes asi como también el tiempo de inicio de estas
oscilaciones en relacién a los niveles iniciales de Ca?t citosélico. El analisis de estos datos
sugiere que mientras mas Ca’" citosélico se haya liberado inicialmente, més tiempo hay
que esperar para que puedan iniciar los trenes de pulsos y mas largos son los 1.51s de
estos trenes. El Ca?T citosélico provee por lo tanto el mecanismo de inhibicién necesario
para terminar las sefiales y parece ser el principal mecanismo de acoplamiento entre
RIP3s tanto para la propagacién inicial de las senales (como se vio en el Capitulo
como para el tiempo que tardan los RIP3s en recuperarse y permitir que pueda evocarse

una nueva onda global.

Luego de ver el rol fundamental que juega el Ca?T citosélico en la determinacién
del tipo de senales evocadas al acoplar receptores més o menos lejanos se trabajé en la
caracterizacion de un set-up alternativo al microscopio confocal que permitié adquirir
imagenes bidimensionales de sefales de Ca?*. Poder discernir la dindmica del acopla-
miento entre RIP3s de un mismo ctimulo y de ciimulos distintos y de qué modo la misma
es afectada requiere resolver escalas espaciales y temporales muy pequenas. En el Capitu-
lo[6] se presenta un método simple y econémico para la deteccién de sefiales intracelulares
de Ca’t que tiene alta resolucién temporal y buena resolucién espacial. Se muestra como

con un microscopio wide-field se pueden obtener imégenes de sefiales de Ca?* con alta
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resolucion temporal. Si bien la resolucién axial es similar a la de la microscopia confocal
mientras que la temporal es mucho mejor (ya que no es necesario escanear la muestra)
el contraste no es tan bueno. Esto hace que la observacién de senales de calcio se vuelva
mas dificil. Para poder identificar senales de forma automatizada en esta imagenes, se
desarrollé un método de analisis que permite identificar variaciones pequenas de la fluo-
rescencia sobre un fondo ruidoso relativamente alto. El set-up junto con el tratamiento
de imagenes propuesto abre las puertas para el estudio del acoplamiento mediado por
Ca?t de RIP3s pertenecientes a un mismo ctimulo incluso en células, como los ovocitos,

donde los receptores se encuentran a varios yms de la membrana plasmatica.



Apéndice A

Materiales y métodos

En este apéndice se describen los materiales y las técnicas utilizados para realizar
los distintos experimentos presentados en los Capitulos 2 a 6 de esta tesis. Todos los ex-
perimentos se realizaron en el Laboratorio de Microscopia y Microespectroscopia (LMM)
del DF-UBA.

A.1. Ovocitos de Xenopus laevis

En todos los experimentos se utilizaron ovocitos inmaduros de Xenopus laevis. Se
detallan a continuacién los protocolos para la obtencién, conservacién y uso de estas

células.

A.1.1. Obtencion de las células

En las ranas Xenopus laevis hembra adultas, los ovocitos se encuentran en lébulos
ovaricos distribuidos en toda la cavidad abdominal. Para poder obtener ovocitos, es
necesario operar a la rana y extraerle algunos de estos 16bulos. Se detalla a continuacién

el protocolo para operar a las ranas y extraerles los l6bulos con ovocitos.

Se prepara primero una solucién con anestesia en la cual se sumerge a la rana y
se espera unos minutos a que la anestesia pase por la piel del animal y haga efecto.
Se traslada a la rana al recipiente donde se realiza la operacién y se la coloca con el
vientre hacia arriba. Las incisiones se realizan en las lineas marcadas en la fotografia de
la Fig[A.T]en donde se puede ver una rana durante una operacién. Una vez realizada una
incision en la piel, se puede ver la pared abdominal. Para acceder a los 16bulos ovaricos,

es necesario realizar un corte en la pared abdominal. Se extraen varios 16bulos que se
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incisiones de 15cm

linea media

Figura A.1: Fotografia tomada durante una operaciéon de rana Xenopusen el ranario
del INGEBI. Se muestran las incisiones que se realizan para extraer los ovocitos de la
rana.

colocan inmediatamente en solucién Barth. Se sutura la pared abdominal y luego la piel

de la rana. La rana operada debe quedar en cuarentena por dos semanas.

Una vez que se obtienen los I6bulos llenos de ovocitos, es necesario separarlos sin
danarlos. Dentro de los 16bulos, los ovocitos estan irrigados y conectados. Se somete a
estos lobulos a un proceso de colagenizacion que aisla a los ovocitos. La colagenizacién
también remueve la capa folicular que recubre a cada célula. Luego de este proceso, se

obtienen ovocitos separados y sin tejido conectivo como se puede ver en la Fig. [A.2]

Figura A.2: Ovocitos de Xenopus laevis luego de haber sido colagenizados y listos
para la micro-inyeccién.

Los procedimientos detallados anteriormente para operar a las ranas y obtener los
ovocitos se realizaron por distintos grupos experimentales (grupo de Daniel Calvo en

INGEBI y grupo de Gabriela Amodeo en Quimica Biolégica).

A.1.2. Mantenimiento y selecciéon de las células

Como la rana es un anfibio, su temperatura corporal estd alrededor de los 18°C por
lo que los ovocitos deben estar siempre a temperaturas similares a ésta para conservarse
frescos. Ademads, se los debe mantener en soluciones adecuadas. Estas condiciones im-

ponen restricciones a la hora de hacer experimentos con estas células, sobretodo porque
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no se puede usar una misma célula durante un tiempo prolongado ya que se la expone

a un importante deterioro a temperatura ambiente.

Se utilizan dos soluciones denominadas Ringer y Barth para manipular y conservar a
los ovocitos respectivamente. La preparacién de ambas se realiza en el cuarto de muestras
del DF en donde se pesan las cantidades necesarias de drogas en una balanza calibrada
para luego ser disueltas en agua y obtener soluciones finales de 1 L con las concentraciones
deseadas. Para homogeneizar, se utiliza un agitador magnético y para terminar se mide el
pH de cada solucién utilizando un pH-metro digital previamente calibrado con soluciones
de pH conocido. En la Tabla se detallan las drogas utilizadas, las masas que se
necesitan, la concentracién y el pH en la solucion final para cada solucién. Una diferencia
importante entre las dos soluciones es que la solucién Barth contiene gentamicina, un
antibidtico. Por este motivo, se guarda a los ovocitos en esta solucién mientras que se

los manipula en solucién Ringer.

Solucién Ringer pH 7.1-7.3

Droga Concentracién en la solucion ~ Masa utilizada
NaCl 120 mM 7013 mg
KC1 2 mM 149 mg

CaClz + 2H20 1.8 mM 265 mg
HEPES 5 mM 1192 mg

Solucién Barth pH 7.3-7.5

Droga Concentracion en la soluciéon ~ Masa utilizada
NaCl 88 mM 5142.7 mg
KCl 1 mM 74.6 mg
NaHCOs3 2.4 mM 201.6 mg
CaCly + 2H20 0.41 mM 60.3 mg
MgSO4 + TH2O 0.82 mM 202.1 mg
Ca(NO3)2 + 4H20 0.33 mM 77.9 mg
HEPES 5 mM 1192 mg
gentamicina 0.5 mg/mL

Tabla A.1: Preparaciéon soluciones Ringer y Barth.

Luego de ser colagenizados, los ovocitos pueden durar hasta una semana en la
heladera (sumergidos en abundante solucién Barth). Si pasa més de una semana, muchos
mueren y hay que descartarlos tomando las precauciones necesarias. Se seleccionan para
los experimentos los ovocitos en mejor estado. Estos son los que presentan dos hemisferios
de igual tamafio bien diferenciados con respecto a la pigmentacién. Si el hemisferio
vegetal comienza a adquirir un color mas oscuro, el ovocito esta empezando a degradarse.

Se seleccionan para las mediciones los ovocitos més grandes y esféricos, con pigmentacion
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mas definida. Es importante también prestar atencién a la forma del ovocito, si esta

abollado y perdié su forma esférica esto indica que se empezé a degradar.

A.1.3. Micro-inyeccion de los compuestos en las células

Para poder estudiar sefiales de Ca?t en ovocitos, es necesario introducir distin-
tos compuestos en estas células. Para tal fin, se utiliza el protocolo de micro-inyeccién
descrito en [38]. Se utiliza un micro-inyector Drummond Nanoject II y se preparan mi-
cropipetas de vidrio con un puller. La punta de las micropipetas debe ser muy fina (~
20 pm) de forma de poder inyectar al ovocito generandole el menor dano posible. Para
poder utilizar el micro-inyector, se debe llenar primero a la micropipeta con aceite mine-
ral (fluido incompresible) evitando la formacién de burbujas de aire. Luego de colocar la
micropipeta con el aceite en el micro-inyector, se vacian aproximadamente 1 puL o 2 L
de aceite. Para cargar el micro-inyector, se preparan gotas de aproximadamente 1 uL de
cada sustancia a micro-inyectar. El micro-inyector automatico utilizado varia el volumen
de micro-inyecciéon desde 2.3 nl hasta de 69.0 nl, aumentando de a pasos discretos de
acuerdo a una configuracién de llaves variable. Dispone de dos velocidades de inyeccion,

lenta y rapida.

El volumen de micro-inyeccién estd previamente fijado para obtener las concentra-
ciones deseadas dentro del ovocito. Para calcular las concentraciones intracelulares se
supone que el volumen del ovocito es de ~1 pL [108]. La micro-inyeccién se realiza bajo
una lupa y se busca inyectar a los ovocitos en la linea que separa el lado animal del

vegetal (ecuador de la célula) para no perforar al nicleo.

A.1.4. Uso de las células

En todos los experimentos realizados los ovocitos se colocaron en el microscopio
teniendo cuidado de hacer foco en el hemisferio animal. Como se sabe que en este he-
misferio es donde hay més densidad de RIPss, hay més probabilidad de evocar y de
detectar eventos de Ca?* mediados por RIP3s. En particular, se ajusté el foco para
escanear regiones a una profundidad de entre 5 y 10 pm dentro de la MP que es donde

se estima que estén localizados la mayoria de los RIP3s en los ovocitos.

A.2. Compuestos utilizados

Se describen a continuacién los distintos compuestos utilizados para realizar los

experimentos. Se utilizaron cuatro indicadores fluorescentes, un compuesto enjaulado y



Apéndice A. Materiales y métodos experimentales 107

dos buffers de Ca?* exdgenos. Los indicadores fluorescentes utilizados en este trabajo
son todos indicadores de emisién tnica, exhiben un cambio en la intensidad de la emisién
al ligarse sin presentar corrimiento del espectro de absorcién/emisién a diferencia de los

indicadores de tipo raciométrico.

Los indicadores utilizados y el IP3 enjaulado son de Molecular Probes y el EGTA
y el BAPTA de Sigma Aldrich.

A.2.1. Indicadores de Ca?' citosdlico

Se utilizaron dos indicadores fluorescentes de Ca?* citosélico en los diferentes expe-
rimentos presentados, Fluo-4 y Rhod-2. Ambos indicadores se usan en su forma dextrano,
es decir que se agrega un dextrano a las moléculas. Esto resulta en indicadores que no son
permeables a membranas y que por lo tanto exhiben poca compartimentalizacién dentro
de las células [40]. Para poder micro-inyectarlos en los ovocitos, es necesario disolverlos

en agua bidestilada.

El Fluo-4 dextrano es un indicador de Ca?* derivado del Fluo-3. Es més fotoestable
y tiene mayor intensidad de fluorescencia que el Fluo-3. La K de este indicador es de
770 nM. Sus espectros de emisién y excitacién pueden verse en la Fig. A. El pico de
absorcién (o excitacién) esta cerca de los 490 nm y la maxima emisién estd alrededor de
los 520 nm.
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Figura A.3: A Espectros de excitacién y emisién de los indicadores Fluo-4 y Fluo-5N
AM. B Espectros de excitacién y emisiéon del indicador Rhod-2.

El Rhod-2 dextrano es un indicador de Ca?* de la familia de las rodaminas. En la
Fig. [A.3] B se pueden ver el espectro de excitacién y emisién de este indicador. El pico
de absorcién (o excitacion) estd cerca de los 550 nm y la maxima emisién estd alrededor
de los 600 nm. La K, de este indicador es de 2000 nM.
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A.2.2. Indicador de Ca?t luminal

El indicador Fluo-5N AM es la version AM ester del Fluo-5N, un anédlogo de baja
afinidad del Fluo-4. Esta clase de indicadores se usa para medir Ca?t dentro de compar-
timentos subcelulares donde las concentraciones son relativamente altas. La Ky éptima
para medir Ca?t en el RE es entre 22 uM y 250 uM dado que la concentracién de Ca?*
en esta organela estd entre 100 uM y 1000 pM [109]. La K4 del Fluo5N-AM es de 90
pM. Los espectros de excitacién y emisién de este indicador son como los del Fluo-4 y

por lo tanto se muestran también en la en la Fig. A.

Como este indicador no se utilizé nunca en ovocitos, no se hallé un protocolo para su
preparacién. En trabajos previos [87, [74], se diluye el indicador en un medio extracelular
en donde se bana a la célula y se espera que el indicador permee la membrana. Como se
quiere micro-inyectar el indicador, se debe preparar una solucién mucho maés concentrada

que la que se prepara al incubar células.

El Fluo-5N AM viene en viales de 50 pg cada uno. Se prepara una solucién de
Fluo-5N AM lo més concentrada posible. Se usa dimetilsulféxido (DMSO) para disol-
ver inicialmente los indicadores AM. Una ventaja del DMSO es que inhibe o frena la
hidrélisis de los ésteres en ambientes hiimedos y esto ayuda a preservar la actividad del
indicador. También se usa Pluronic-F127 para ayudar a dispersar los indicadores AM
puesto que estos tienen baja solubilidad en soluciones acuosas. La solucién preparada
con DMSO y Pluronic es de color amarillo y su estado es viscoso. Al no ser liquida a
temperatura ambiente, la soluciéon de Fluo-5N AM preparada debié ser calentada antes

de cada micro-inyeccion.

A.2.3. Marcador de membrana del RE

Para poder estudiar la morfologia interna del ovocito y localizar el origen de las
senales intracelulares de Ca’T, es 1til marcar el reticulo endoplasmético ya que es el
principal reservorio interno de Ca?*. Para este fin, se utiliza un marcador fluorescente,
el Dil 3886. El Dil es un marcador lipofilico que difunde rapido en membranas sin afectar
la viabilidad celular ni las propiedades fisiologicas de la célula. Debido a su naturaleza
hidrofébica, el Dil sélo difunde en membranas lipidicas continuas. Este marcador se uti-
liz6 para localizar el reticulo en ovocitos de Xenopusen trabajos anteriores mostrando
ser efectivo [39, [80]. Las propiedades espectrales de este marcador fluorescente son pare-
cidas a las de una rodamina. La excitacién se produce alrededor de los 540 nm y el pico

de emisién es en 610 nm. Los espectros de absorcién y emisién del Dil pueden verse en

la Figura
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Figura A.4: Espectros de excitacion y emisién del Dil.

Para poder micro-inyectar este marcador es necesario disolverlo ya que en su forma
original es un sélido. Por ser altamente hidrofébico, no se puede disolver al Dil en agua.
En trabajos anteriores [39], se disuelve al Dil en alcohol etilico pero no se especifica a qué
concentracién. Como el Dil es muy pegajoso y ,por lo tanto, muy dificil de manipular
resulta imposible pesar una cierta cantidad para disolver. Es por esto que se toma una
cantidad no medida de este sélido y se lo diluye en algunos pl de alcohol etilico hasta

obtener una solucién para micro-inyectar.

A.2.4. TIP3 enjaulado

Para controlar la apertura de los receptores de IP3 es necesario introducir IP3 en
los ovocitos. La forma de hacer esto y poder elegir el momento de activacién de los
receptores, es trabajar con IP3 enjaulado. Las sustancias enjauladas poseen un grupo
foto-escindible que enmascara su actividad biolégica. La foto-activacion de estos grupos
con luz UV lleva a la rapida foto-degradacién de estas sustancias que liberan finalmente
sus compuestos bioldgicos activos. El proceso de fotoliberaciéon dura algunos ms. El IPj
enjaulado se introduce junto con el indicador de Ca?* pero recién se activa al fotolizar
el ovocito con un flash de luz UV. La duracion y la intensidad de este flash determinan

cuanto IP3 se libera.

A.2.5. Buffers de Ca’" exdégenos

Se utilizaron dos buffers exégenos de Ca?t, EGTA (las siglas en inglés de ethy-
lene glycol tetraacetic acid) y BAPTA (de 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-

tetraacetic acid). Ambos buffers tienen afinidades similares y, sin embargo, las cinéticas
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de ligado de Ca?* son muy distintas. El buffer EGTA tiene una velocidad de unién
(kon ~ (3 —10)uM~1s71) lo suficientemente rdpida como para unirse a los iones de
Ca®t que difunden a distancias micrométricas entre los sitios de liberacién, pero de-
masiado lenta como para afectar la difusién entre RIP3s de un mismo cimulo. Tipi-
camente se agrega este buffer en muchos experimentos para favorecer la aparicién de
puffs [94]. Por otro lado, BAPTA tiene una velocidad de unién mucho més rapida
(kon ~ (100 — 1000)puM ~1s~1), interrumpiendo la difusién dentro de los ctimulos de
RIP3

A.3. Microscopia confocal

Para medir la fluorescencia de los distintos indicadores se utilizé6 un microscopio
confocal multiespectral. Como en algunos experimentos se debié fotolizar el compuesto
enjaulado mientras se media la fluorescencia, fue necesario enviar pulsos de luz UV mien-
tras se escaneaba con el laser. Esto fue posible gracias a una modificacién previamente

realizada al microscopio [110].

A.3.1. El microscopio

Se trabajé con un microscopio invertido Olympus IX81 como el que muestra la
imagen de la Fig. y con la unidad confocal FluoView FV1000. El equipo cuenta
con un moédulo combinador de ldseres que permite enviar luz desde distintos ldseres
para tener iluminacién confocal. Se pueden utilizar distintos objetivos pero a lo largo de
este trabajo se utilizaron dos objetivos, un objetivo 60x de inmersién (en aceite) cuya
apertura numérica es de 1.42 y un objetivo 10x de aire cuya apertura numérica es de
0.4. El microscopio se controla con un software de Olympus desde el cual se controlan

los distintos parametros de la iluminacion y la adquisicién.

Para poder fotolizar el IP3 enjaulado, es necesario contar con una entrada para UV
en el microscopio que permita en simultdneo barrer la muestra con los laseres y enviar
pulsos de luz UV. Se realizé una modificacion al camino éptico que permite acceder a
la muestra con la iluminacién laser y con la luz UV necesaria para la fotdlisis. Esta
modificacién fue realizada por la Dra. Lorena Sigaut permitiendo asi su utilizaciéon para

generar y medir senales de Ca®*.

Desde el software de Olympus del microscopio se diagraman los experimentos y se
sincronizan los tiempos de fotdlisis, la intensidad de los ldseres, la regién que se va a

escanear, la duracién del experimento y la intensidad de la lampara de mercurio a través
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Figura A.5: Microscopio confocal Olympus similar al del LMM.
Imagen tomada de http://olympus-global.com.

de la eleccion de un filtro neutro que va delante de la lampara. El tiempo de fotdlisis se

comanda manualmente desde el controlador del obturador.

Al preparar la medicién, se elige de una lista de indicadores que tiene cargado el
software el o los indicadores con los que se trabaja. Esto determina qué espejos y filtros
utilizara el microscopio para detectar la senal. Otro pardmetro que es muy importante
fijar es el tamano del pinhole. Mientras méas confocalidad se quiera (secciones més finas),
mas se debe achicar su ancho mientras que si se quiere aumentar la cantidad de luz que
llega al detector, se lo debe agrandar. Para todas las mediciones se fijo el tamano del
pinhole en 115 pm. Se dispone ademas de un zoom digital entre 1x y 10X que se controla

también desde el software.

A.3.2. Tluminacién y detecciéon

Los laseres disponibles para iluminar la muestra son un laser de argén multilinea y
un laser de helio-neén (543 nm). A lo largo de los distintos experimentos se usaron ambos
laseres, juntos y por separado. La potencia de los laseres puede variarse en un amplio

rango. Suele trabajarse con potencias bajas (algunos pW) para no danar el ovocito.

El equipo cuenta con tres detectores de tipo PMT (siglas del inglés Photomultiplier
tubes) que pueden contar fotones, por lo que se pueden realizar mediciones con varios
indicadores a la vez. Los detectores no discriminan la longitud de onda de los fotones

que llegan es por eso que es muy importante trabajar con los elementos épticos (filtros,
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redes, espejos) adecuados para cada medicién. En los experimentos realizados en este

trabajo se utilizaron hasta dos canales de deteccién distintos en simultaneo.

Los indicadores Fluo-4 y Fluo-5N AM se excitaron con la linea 488 nm del laser
de Argén y los indicadores Rhod-2 y Dil con el ldser de He-Ne, respectivamente. La
fluorescencia emitida fue detectada entre (500 — 600) nm para Fluo-4 y Fluo-5N AM y
entre (555 — 655) nm para Dil y Rhod-2. Para la adquisicién simultdnea la emisién de
los indicadores fue detectada en el rango de (500 — 600) nm para Fluo-4 y Fluo-5N AM
y en el rango de(600 — 630) nm para Dil y Rhod-2.

Para la fotoliberacion con luz UV se utilizaron dos tipos de iluminacion: una lampara
de Mercurio (Hg) junto con un filtro o un LED UV. Inmediatamente después de la
lampara se encuentran un obturador mecanico (Uniblitz) y una rueda motorizada con 6
filtros neutros que pueden ser comandados desde el software de Olympus. El obturador
se puede controlar también desde el software pero la duracion de los pulsos se elige
desde un controlador independiente. El LED tiene un controlador que permite variar su

intensidad de forma continua con una perilla y también su prendido y apagado.

A.3.3. Modos de adquisicién

El microscopio ofrece distintos modos de adquisiciéon entre los cuales se encuentra
el modo line-scan que permite barrer una cantidad de veces definida una misma linea.
Puesto que adquirir cuadros (o frames) es un proceso lento comparado con las dindmicas
del Ca?T intracelular, conviene resignar una dimensién espacial y medir en modo line-
scan para ganar resolucién temporal. Esto permite seguir de forma rdpida los cambios

en la fluorescencia de una linea dentro de la muestra.

Las imagenes en el modo line-scan fueron obtenidas escaneando con el zoom digital
10x una linea fija de 250 pixeles. La velocidad de escaneo por pixel se fijé en 10 us. El
tiempo de adquisicién por linea fue de 3.62 ms. Este modo de adquisicién se utilizo para
los experimentos de adquisicién de puffs de la Seccién[2.3]del Capitulo[2]y el experimento
control presentado en la Seccién [3.3.3] del Capitulo [3]

Las imagenes en modo frame, en las que se escanea una regién, se realizaron con y
sin zoom digital sobre regiones de tamano variable que se detallan en los experimentos

descritos en los distintos capitulos. El tiempo por frame o tiempo por cuadro fue variable.
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Analisis de las imagenes

En este apéndice se describen los distintos pre-procesamientos realizados a las

imégenes. Todos estos andlisis se realizaron con rutinas escritas en MATLAB [104].

B.1. Fluorescencia media, fluorescencia basal y normaliza-

cion

Se describe en esta seccion la forma en que se computa la fluorescencia media sobre
las imdgenes 2D (cuadros) y las imdgenes de tipo line-scan. En ambos casos se normaliz6
a la fluorescencia en relacién a la fluorescencia basal. Se denomina fluorescencia basal
a la senal fluorescente del indicador en situacion basal o de reposo, es decir antes de
evocar cualquier tipo de evento de liberacién de Ca?t. Se detalla cémo se calculé la

fluorescencia basal en cada caso y como se la usé luego para normalizar la fluorescencia.

B.1.1. Imagenes 2D

En los experimentos de los Capitulos v |9 se adquirieron series de imagenes
2D con el microscopio confocal y se analizd en algunos casos el comportamiento de
la fluorescencia media sobre todo el cuadro adquirido para cada tiempo. Se explica a
continuacién cémo se computé esta fluorescencia media. Si se denomina F'(i, j,t) a la
intensidad de la fluorescencia colectada en el pixel (i,j) para el tiempo t, se puede
calcular la fluorescencia media sobre todo el cuadro (o imagen) (F') como el promedio

de la fluorescencia sobre todos los pixeles de la imagen:

(Fy=" > m (B.1)

(¢,§)€imagen
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Se obtiene de esta forma un valor (F) para cada tiempo t. Se pueden seguir asi las

variaciones temporales de toda una regién.

Los valores basales medios para este tipo de imagenes se calcularon de forma anéloga
pero promediando ademés sobre todos los tiempos previos al tiempo en el que se presentd

el estimulo UV, tyy:

- 5 Hn

(3,j)€imagen
t<tyv
FEn varios experimentos de se presentan los datos de fluorescencia media normalizada
respecto de la fluorescencia basal. Se define la fluorescencia media normalizada (Fy)
como en cociente entre la fluorescencia media en cada tiempo y la fluorescencia media
basal:
(F)

(Fn) = ) (B.3)

B.1.2. Imagenes 2D wide-field

En el caso de las imdgenes wide-field analizadas en el Capitulo [f] se normalizé a la
fluorescencia en cada pixel. Para ello se calculé primero la fluorescencia basal en cada

pixel que se denomina Fy(i,j) como:

Fo(i,j) = ) F.7,8) (B.4)

t<tyv #t

B.1.3. Line-scans

En el caso de las imédgenes adquiridas en modo line-scan, se obtienen imagenes en
donde el eje vertical es la linea escaneada y el eje horizontal es el tiempo. En estos casos
se denomina F'(i,t) a la fluorescencia en el sitio ¢ de la linea escaneada para el tiempo

t. De define por lo tanto la fluorescencia promediada sobre la linea F como:

Fo 3 HD (B.5)

i€linea

Andlogamente, se puede computar la fluorescencia basal de una mediciéon line-scan como:

F= )Y F(,i’t) (B.6)
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Y finalmente para obtener la fluorescencia normalizada promedio en el caso de una

imagen linescan se computo:

Fy = (B.7)

EE

En el caso del anélisis de los puffs de los experimentos de la Seccién [2.3] del Capitu-

lo [2| se trabajo con la fluorescencia normalizada de la siguiente forma:

Fa(i,t) = 20 = Fo (B.8)

B.2. Separacion de los canales de fluorescencia

La multiespectralidad del microscopio confocal permite excitar varios indicadores a
la vez pero hay que tener cuidado con la fluorescencia que llega a cada detector. Como se
puede ver al observar simultaneamente los espectros de emisién de los indicadores Fluo-
5N AM (o Fluo-4) y Rhod-2 (ver Figs. en el Apéndice [A)), la cola de la emisién del
Fluo-5N AM esté en el rango 600 — 630nm. Este rango se superpone con las longitudes
de onda de emisiéon del Rhod-2. Para la adquisicién simultinea de la fluorescencia de
ambos indicadores hay que poder separar la contribucién de cada uno. En algunos de
los experimentos realizados en este trabajo, se sabe que la fluorescencia del canal 1
(Chy) entra al canal 2 (Chg) pero la del canal 2 no se mezcla con la del 1. Una técnica
utilizada para evitar el sangrado de un canal sobre el otro es lo que se conoce como
”linear unmixing-[I11] y consiste en ir limpiando cada canal. En estos casos, el proceso
de unmixing es particularmente sencillo pues consiste en evaluar que cantidad del canal
1 se filtra al canal 2. Para limpiar luego el canal 2 de esta contribucién parasita, alcanza
con realizar una sencilla sustraccion pixel a pixel. Para aplicar esta técnica fue necesario
realizar primero una medicién control adquiriendo imégenes con los dos canales (Ch;
y Chi) pero sélo excitando al indicador Fluo-4 (o Fluo-5N AM). A partir del valor
medio de la fluorescencia en cada canal, se calculé el coeficiente R = (Ch2)/(Chl) que
representa la proporcion de la fluorescencia de Fluo-4 que entra en el canal de Rhod-
2. Luego, cuando se adquirieron imagenes excitando ambos indicadores, se resté en el
canal de Rhod-2 la emisién del Fluo-4, esto es, Ch2 jjppio = Ch2 — R - Chl y con esto se
determiné la fluorescencia asociada a la emisién del Rhod-2. Se obtuvo el valor R = 0,16

para el coeficiente de unmixing.



Apéndice C

Abreviaturas utilizadas

Ca’* Calcio
[Ca?T] Concentracién de Ca?*
[CaZt], Concentracién de Ca?t basal
RE Reticulo Endoplasmatico
IP3 Inositol (1,4,5)-trifosfato
RIP; Receptor de IP3
RIP3s Receptores de IP3
CICR Liberacién de Ca?* inducida por Ca?*
RRi Receptor de Rianodina
MP Membrana Plasmaética
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