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RESUMEN

Los mecanismos involucrados en el transporte y localizacién de los ARN
mensajeros (ARNm), de gran relevancia en la localizacion de proteinas y
en el desarrollo e identidad de territorios subcelulares, han sido bastante
caracterizados. Sin embargo, como se transportan los ribosomas dentro de
la célula ha sido menos estudiado. Actualmente sabemos que, en axones,
los ribosomas pueden formar complejos de ribonucleoproteina (RNPS)
asociados a la miosina 5a (Myo5a), un motor molecular dependiente de
microfilamentos, y que algunos de esos ribosomas empaquetados en RNPs
se encuentran como polisomas. La Myo5a no parece ser relevante para el
transporte de los ribosomas desde el nucleo hacia la periferia celular. Por
otra parte, in vitro se ha observado que el motor puede separarse de los
ribosomas cuando los complejos de RNPs se exponen a calcio. Teniendo
en cuenta que dicho i6bn modula la actividad de diversas moléculas en
respuesta a sefiales extracelulares y genera cambios conformacionales en
la Myo5a, se podria pensar que la Myo5a podria comportarse como un
interruptor molecular capaz de anclar o liberar ribosomas del citoesqueleto
de actina en respuesta a una sefial externa especifica. En esta tesina de
grado se propone, entonces, que los complejos de Myob5a y ribosomas se
disocian in vivo en respuesta a cambios en la concentracion intracelular de
calcio. Dichos cambios fueron inducidos por la adicion de KCI en el medio
extracelular. Se decidio utilizar este compuesto para generar un estimulo

extracelular fisiolégico (despolarizacion) y se utilizaron, como modelo,
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células de la linea 3T3-L1, que expresan canales de calcio voltaje-
dependientes. Para estudiar la asociacion Myo5a-ribosomas se realiz
inmunomicroscopia FRET confocal cuantitativa, un método sensible y
adecuado para estudiar interacciones a nivel molecular in situ. De esta
manera, en el presente trabajo, se demostré la asociacion a nivel molecular
de los ribosomas y el motor molecular miosina 5a, pudiéndose demostrar
también gue dicha interaccion es sensible a calcio. Si bien es conocido que
el calcio es un elemento esencial para la actividad enzimética de las
miosinas, su capacidad para regular la interacciéon con la carga (y en
particular con ribosomas) in vivo, constituye un aspecto absolutamente

novedoso.
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1. INTRODUCCION

1.1 Los ribosomas y su biogénesis

Los ribosomas traducen la informacion genética que estd en forma
de ARNm, en proteinas; proceso esencial para la fisiologia celular. Muchos
aspectos de la traducciéon y su regulacion son especificos de eucariotas,
cuyos ribosomas son mas grandes y complejos que los de bacterias *. En
eucariotas, los ribosomas estan compuestos por dos subunidades: una
mayor, denominada 60S, y una menor, 40S. La subunidad mayor esta
formada por 3 ARN ribosomales (ARNr), sean 28S, 5.8S y 5S, y 47
proteinas ribosomales (proteinas r) diferentes. La subunidad menor, por
otro lado, esta formada por el ARNr 18S y 33 proteinas ribosomales 22,

Ambas subunidades juntas conforman al ribosoma 80S 4.

La biogénesis de los ribosomas (figura 1) comprende la transcripcion
y el procesamiento de los ARN pre-ribosomales, su plegamiento y
ensamblaje con proteinas ribosomales en el nucléolo; y el transporte del
pre-ribosoma resultante al citoplasma, donde se da la maduracion final 8.
La sintesis del ribosoma es una de las actividades celulares que demandan

MAas energia y tiene un alto grado de complejidad.

El ensamblaje de los ribosomas requiere de mas de 200 factores de
ensamblaje, conservados a lo largo de la evoluciéon y que se asocian

transitoriamente con el pre-ribosoma en estadios de maduracion



especificos. Dichos factores pueden tener actividad ATPasa, GTPasa,
helicasa, kinasa 0 nucleasa y son los encargados de orquestar la
modificacion ordenada, el plegamiento y el procesamiento del ARNr, asi
como de reclutar a las proteinas r 4. Luego de cumplir sus funciones, los
factores de ensamblaje de accion temprana son liberados, preparando a
los pre-ribosomas para la exportaciéon nuclear, que se da a través del

complejo de poro nuclear 27,

En eucariotas los pasos centrales en la biogénesis de los ribosomas
estan conservados, pero algunos aspectos en eucariotas superiores
difieren de su contraparte en levaduras. Estas diferencias surgen por la
adquisicién de pasos de procesamiento adicionales, la aparicion de nuevos
factores o la creacion de nuevos caminos regulatorios. También se ha visto
gue la poblacion de ribosomas es mas heterogénea de lo que se creia en
términos de componentes, lo que le brindaria al ribosoma la capacidad de
comportarse como filtro de ARNm, permitiendo la traduccion selectiva de
ARNmM especificos dependiendo del tejido o la condicion en la que se
encuentra la célula 9. Sélo algunas enfermedades hereditarias raras han
sido conectadas a defectos en la biogénesis del ribosoma, generadas por
mutaciones en las proteinas r o en factores de la biogénesis. El hecho de
gue dichas enfermedades sean pocas sugiere que la mayoria de los

defectos causan letalidad y por ende, sugieren la esencialidad del proceso

4
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En eucariotas superiores la biogénesis del ribosoma comienza con
la sintesis del precursor 47S (pre-47S) por parte de la ARN Polimerasa |
(Poll) en el nucléolo y la sintesis del ARNr 5S en el nucleoplasma, mediante
la ARN Polimerasa Il (Pol IllI). Una vez generado, el precursor debe ser
procesado para remover las secuencias espaciadoras externas (5 ETS y
3’ ETS) e internas (ITS1 e ITS2), dando lugar asi a los ARNr 18S, 5.8S y
28S 19-12_ En estos organismos, el procesamiento del pre-ARN ocurre post
transcripcionalmente casi exclusivamente 3. Para su procesamiento, el
pre-47S es blanco de union de cerca de 300 snoARN (small nucleolar
RNAs) 2 que participan en la modificacion, procesamiento y plegamiento
del pre-ARNr 4. Los ARNr son modificados por metilacién, acetilaciéon o
amino-carboxipropilacion de las bases, por formaciéon de isomeros de
uridina y por metilacién de los azucares, y se cree gue modulan la actividad
ribosomal 1415, Se ha postulado también que los snoARN juegan roles en

el plegamiento de los ARNr 16,

Antes de asociarse a los ARNTr, las proteinas r son sintetizadas en el
citoplasma y luego transportadas al nucleo, a través de los complejos del
poro nuclear (NPC) 7. Al parecer, en levaduras, la mayoria de las proteinas
r se ensamblan con los ARNr a medida que estos se transcriben 3. Sin
embargo, no todas las proteinas r ingresan al nucleo para incorporarse a
las subunidades ribosomales. Por ejemplo, la proteina PO se incorpora a la
subunidad 60S en el citoplasma, como se detallara mas adelante. En el

nacleo también se incorporan proteinas accesorias (llamadas
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placeholders), cuya funcion es enmascarar sitios funcionales importantes
para prevenir una actividad prematura del ribosoma 1. Las proteinas r y
accesorias de la subunidad mayor y los ARNr 28S, 5.8S y 5S forman la
subunidad pre-60S. Mientras que el conjunto de proteinas r y proteinas
accesorias de la subunidad menor y el ARNr 18S se convierten en la

subunidad pre-40S 18

Las subunidades pre-60S y pre-40S son a continuacion exportadas
al citoplasma y una vez alli, se completa la maduracion de las subunidades
ribosomales mediante varios procesos. Las proteinas accesorias se liberan
en el citoplasma al parecer siguiendo un proceso jerarquico mediado
predominantemente por GTPasas '° y ATPasas 2°. Algunas de las
proteinas accesorias removidas son sustituidas por proteinas r que
permaneceran en cada una de las subunidades %22, La maduracién de
cada subunidad también incluye la formacion de estructuras caracteristicas
de cada una de ellas: el “pico” de la subunidad 40S y el “tallo” de la
subunidad 60S. Estas estructuras son imprescindibles para el correcto
funcionamiento del ribosoma 82324, En particular, el “tallo” de la subunidad
60S o P-stalk, una protuberancia lateral de esta subunidad, recluta
GTPasas traduccionales que, mediante la hidrdlisis de GTP, brindaran la
energia necesaria para la traducciéon 2°. En eucariotas, el tallo esta
compuesto por un complejo pentamérico formado por dos heterodimeros
de P2y P1, y una proteina PO 25. Para que el P-stalk se forme es necesario

que la proteina ribosomal PO se incorpore 2728, La incorporaciéon de PO en
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el P-stalk es uno de los ultimos pasos de la maduracion del ribosoma, por

lo que esta proteina es un marcador de particulas ribosomales maduras %°.
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Figura 1. Biogénesis del ribosoma. Se muestran los diferentes pasos de la biogénesis
del ribosoma incluyendo el procesamiento, la modificacion, el ensamblaje, la exportacion
al citoplasma y el control de calidad. Algunos factores claves que intervienen en el proceso
también se esquematizan en la figura. Modificado de Lafontaine et al, 2015.

1.2 Transporte citoplasmatico de los ribosomas

Una vez en el citoplasma, los ribosomas deben alcanzar los sitios
donde cumpliran su funcién, ya sea mediante difusion pasiva o transporte
Existen dos

activo a traves de componentes del citoesqueleto.

componentes del citoesqueleto conocidos como mediadores del transporte
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intracelular de organelos y complejos macromoleculares: los microtubulos

y los filamentos de actina 30-32,

La interaccion entre los ribosomas y el citoesqueleto fue descrita
hace més de 40 afios. Inicialmente, la asociacion entre los poli-ribosomas
y elementos del citoesqueleto se sugiri6 mediante microscopia electronica
clasica 3334, asi como también mediante microscopia electrénica de
agregados de tubulina generados mediante el uso de vinblastina y
vincristina, en los que también se encontré la presencia de ribosomas 3°.
Otros trabajos contemporaneos demostraron mediante estudios de
bioquimica clasica la presencia de poli-ribosomas en fracciones purificadas
de citoesqueleto 3640, A través de co-inmunoprecipitacion e
inmunofluorescencia se observé también la interaccion entre proteinas
involucradas en la traduccion y en la maduraciéon de la subunidad 60S con

el citoesqueleto de actina y los microttbulos “.

En neuronas se ha visto que los ribosomas pueden transportarse en
forma de granulos de ARN —compuestos por ARNm, proteinas de unién a
ARN, entre otros-, los cuales no serian traduccionalmente activos,
funcionarian como formas de almacenamiento #?. Estos granulos son
transportados por dineinas y kinesinas (KIF) 3. En este mismo modelo de
estudio se observo que el dominio C-terminal de KIF4 interactia de manera
directa con la proteina ribosomal PO, siendo responsable del transporte
anterégrado del ribosoma 44. Otra KIF que podria estar involucrada en el

transporte ribosomal es la KIF5B, dado que esta proteina interactia con
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pl180, una proteina del reticulo endoplasmatico que es capaz de unir
ribosomas “°. De manera similar, se ha visto que en el hongo Ustilago
maydis, los polisomas pueden asociarse a endosomas tempranos que

recorren largas distancias asociados a la kinesina 3 (KIF1) y dineinas 6.

Respecto a los filamentos de actina, se ha encontrado en oocitos de
Xenopus, que el citoesqueleto de actina provee el andamiaje para la
insercion o liberacion de proteinas involucradas en la maduracion de la
subunidad mayor 60S 4!. En fibroblastos y neuronas se ha observado,
mediante inmunofluorescencia e inmunoprecipitacién, la asociacién entre
los ribosomas y el motor molecular asociado a la actina, Miosina 5a (Myo5a)
47, Asimismo, en fibroblastos KO para Myo5a se ha observado que la
distribucion citoplasmatica es esencialmente igual a las de las células de
tipo salvaje, por lo que se podria pensar que este motor molecular no es
responsable del transporte ribosomal de largas distancias en el citoplasma,
sino que se podria comportar como un interruptor molecular capaz de
anclar o liberar ribosomas al citoesqueleto de actina en respuesta a una

sefal externa especifica (Calliari, comunicacién personal).

Se ha observado que la asociacion entre los polisomas y el
citoesqueleto puede ser modulada por estimulos fisioldgicos como la
activacion de la via insulina, por ejemplo. En células en cultivo, la presencia
de esta hormona, induce un aumento de poli-ribosomas unidos al

citoesqueleto 8.
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Se ha propuesto, entonces, que la asociacion entre la maquinaria
traduccional y el citoesqueleto regularia la traduccion, en parte interviniendo
en la localizacion citoplasmatica de los ribosomas, y restringiendo la

sintesis de proteinas a sitios especificos del citoplasma 4>4°,

1.3 Miosina 5a

Las miosinas son proteinas de union a la actina, que mediante la
hidrolisis de ATP generan fuerza motora. Son fundamentales en la
citoquinesis, el transporte de organelos, la generacion de polaridad celular,
el transporte intracelular y la sefalizacion celular %051, Estudios
filogenéticos han clasificado a las miosinas en 18 Clases diferentes (figura
2) 52, Algunas miosinas, sin embargo, no han sido incluidas en ninguna de
ellas debido a que su secuencia no alinea lo suficientemente bien con las
descritas y por lo tanto, no hay consenso sobre su identidad > . Las
miosinas de Clase Il no musculares — conocidas como convencionales-
cumplen funciones en la adhesién celular y la polarizacién celular 4. De las
miosinas de Clase Ill —no convencionales- se sabe muy poco °°. Las
miosinas de la Clase V estan relacionadas al transporte de organelos y
particulas °6. Las miosinas de la Clase VI estan involucradas en el trafico
de membrana %/, mientras que las de la Clase VII, probablemente estén

involucradas en la integridad de las esterocilias de las células del oido
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interno y en el trafico de membrana °3. Las de las Clases | y X estan
implicadas en la formacién correcta del huso cromatico °8°9; las de la Clase
X también estan involucradas en la formacion de filopodios. Las de la Clase
XV son necesarias para la formacion de las esterocilias. Aquellas de las
Clases VIII, XI y Xlll, se encuentran Unicamente en plantas y son
responsables de los movimientos de organelos y la localizaciéon de
vesiculas %389, Todas las moléculas de miosina estan compuestas de una
o dos cadenas pesadas y varias cadenas livianas. Las cadenas pesadas
estan formadas por: a) un dominio motor que contiene la funcién ATPasay
el sitio de unién a la actina '; b) un brazo que contiene una regiéon de
motivos IQ de longitud variable y ¢) un dominio globular. Algunas miosinas
tienen una regién “varilla” entre el brazo y el dominio globular, cuyas a-
hélices se asocian y forman una a-hélice stuperenrollada. Esta Ultima region

puede estar ausente en las miosinas monomeéricas.

17



Figura 2. Arbol filogenético de la superfamilia de las miosinas. Se muestran las 18
Clases de miosinas.

Las miosinas de la Clase V forman parte del grupo de miosinas
conocidas como “no convencionales” %2, debido a que las miosinas
musculares fueron las Unicas conocidas por décadas y por lo tanto,
llamadas “convencionales”. Las miosinas de la Clase V presentes en los
mamiferos estan representados por tres genes diferentes. En el raton, se
denominan “Myo5a”, “Myo5b” y “Myo 5c¢”, todas con estructura cuaternaria
muy similar pero con funciones y distribucién tisular diferente. Cada
molécula de Myo5a es un homodimero (figura 3), por lo que cada proteina

contiene en realidad dos dominios motores y dos dominios globulares ©2.
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globular/ unién
carga
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—> Brazo

Dominio motor/
union ATP

Filamento de actina

Figura 3 Dominios de la Myo5a. Se observan los cuatro dominios de la Myo5a: dominio
motor, brazo, varilla y dominio globular.

La porcion N-terminal de la Myo5a comprende, como fue
mencionado, el dominio motor que contiene el sitio de unién a la actina y el
sitio de unién a ATP. Este dominio, mediante la hidrolisis del ATP unido es
responsable de generar la energia necesaria para que se dé el movimiento
procesivo %. En la porcion N-terminal también se encuentra una regién con
homologia a los dominios SH3, cuya funcion en la Myo5a no esta
establecida, pero que se sabe en otras miosinas regula la estabilidad y el

movimiento ©°.

El brazo, por su parte, es capaz de amplificar pequefios cambios que
se originan en el sitio activo, permitiendo de esta manera que se dé un gran
impulso luego de la hidrélisis de ATP 6. Este dominio contiene tiene seis

motivos 1Q, cada uno con una secuencia consenso IQxxXxRGxxxR, siendo
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X cualquier aminoacido. Los motivos IQ son sitios de union a calmodulinas
(CaM, del inglés calcium-modulated protein), proteinas expresadas en
todas las células eucariotas que funcionan como moduladores de respuesta

a calcio ¢7,

A continuacion del brazo, las miosinas de clase V contienen una
region de a-hélice superenrollada, conocida como region varilla. Esta
region es responsable de la dimerizacion de la molécula 6. Asimismo, este
sitio puede ser clivado por calpainas in vitro, aunque su rol in vivo no se

conoce con exactitud ©8.

Finalmente, unos 400 aminoacidos en el extremo C-terminal de la
Myo5a conforman el dominio globular (cola) de la misma. Este se encarga
de unir proteinas adaptadoras capaces de conectar la Myo5a con su carga
69 Esta regién es también responsable de la estabilizacion de la
conformacioén enrollada e inhibida de la Myo5a mediante una interaccién

con el dominio motor 63,

La actividad de la Myo5a esta regulada por calcio y la evidencia
apunta a la participacion de las proteinas CaM asociadas a la miosina,
como moduladores de la respuesta a este i6n. A partir de concentraciones
sub-uM de calcio, las proteinas CaM tienden a asociarse de las secuencias
IQ de la Myo5a 7°. En estas condiciones, la molécula adopta una
conformacién desplegada, coincidiendo con su maxima actividad

enzimatica y motora. Contrariamente, en ausencia de calcio el motor
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adopta una conformacion triangular inactiva, donde la cola se pliega para
unirse al dominio motor (figura 4). En este estado, el sitio activo se
encuentra bloqueado y se impide la liberacion de los productos de hidrélisis
del ATP y por consiguiente la reanudacion del ciclo catalitico. Esta
interaccion region motora-cola no bloquea, sin embargo, el sitio de unién a
la actina. De esta forma, en la conformacion plegada la proteina se
encuentra enzimatica y mecanicamente inactiva, aunque fuertemente unida
a microfilamentos. La forma plegada de la proteina, prescinde de la

interaccién con un cargo 173,

Inactiva Activa
Ca% /Unién de carga
e T
——
= <3
E 3
o

Figura 4. Conformaciones putativas de la Myo5a. Se muestran los estados inactivo y
activo de la Myo5a, regulados por la concentracion de calcio.

Inicialmente, se demostré que la Myo5a estd involucrada en el
transporte de los melanosomas "47°, organelos cargados de pigmento que

son transferidos desde los melanocitos a los queratinocitos, proveyendo la
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pigmentacion de la piel. Ademas del transporte de estas vesiculas, la
Myo5a esta vinculada al transporte de vesiculas sinapticas en neuronas -
82 y vesiculas en otros tipos celulares 8384, También se ha sugerido que
este motor juega un papel en el desensamblaje del huso mitotico, en el
movimiento de los cromosomas y en la citoquinesis durante la mitosis, al
igual que su papel en la viabilidad y motilidad de células tumorales 85. Por
altimo, la Myo5a se ha vinculado a la localizacion subcelular del ARN en

levaduras & fibroblastos de mamiferos 87:8 y neuronas 7%,

El transporte de ARNm hacia regiones especificas de la célula y su
posterior traduccion es crucial para localizar proteinas y para el desarrollo
y la identidad de los territorios subcelulares. Los mecanismos de transporte
y localizacion del ARNm han sido en gran medida caracterizados, pero
aguellos responsables del transporte de ribosomas han sido menos
estudiados. Considerando la capacidad de la Myo5a de interactuar con los
ribosomas y teniendo en cuenta también sus propiedades mecano-
enzimaticas, planteamos que la sefial especifica capaz de generar el
anclaje o la liberacion de los ribosomas del citoesqueleto de actina podria
ser inducida por el calcio. Si bien lo anterior se plantea como un mecanismo
general, esto podria ser particularmente relevante en dominios sub
celulares como las post sinapsis neuronales, regiones donde se ha
verificado intensa actividad de Myo5a asociada al transporte de ARN %°; en
este territorio la sefalizacion por calcio es clave. Alli, el calcio modula la

actividad de diversas moléculas, tanto de forma directa como indirecta,
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durante la liberacion de neurotransmisores, por ejemplo. Asimismo, ha sido
postulada la participacion de calcio en la sintesis proteica local a nivel post
sinaptico. Ademas, dicho ién puede provocar cambios conformacionales en
las CaM que se unen a los motivos 1Q del brazo de la Myo5a, afectando la
actividad motora de la misma. Finalmente, in vitro, hemos observado que

la Myo5a puede separarse de los ribosomas cuando son expuestos a calcio

47
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2. HIPOTESIS

Nos planteamos, entonces, la siguiente hipétesis de trabajo: los
complejos de Myo5a y ribosomas celulares se disocian in vivo en respuesta
a cambios en la concentracion intracelular de calcio, inducidos por la

adicion de KCI en el medio extracelular.

Como método experimental para estudiar esta interaccion se eligio
la microscopia FRET confocal basada en anticuerpos, ya que es una
técnica ideal para estudiar procesos celulares y es muy sensible, pudiendo
detectar distancias de 1-10 nm entre dos pares de fluoréforos adecuados

para FRET.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudiar el efecto del calcio sobre la asociacion entre la miosina 5a

y los ribosomas, utilizando como modelo células de la linea 3T3-L1.

3.2 Objetivos especificos

1. Poner a punto condiciones de inmunomarcacién con anticuerpos
anti-miosina 5a y anti-proteina ribosomal PO en células 3T3-L1, que
permitan la realizacion posterior de experimentos de inmunomicroscopia
FRET confocal.

2. Analizar mediante inmunomicroscopia FRET confocal la
interaccion entre la miosina 5a y los ribosomas.

3. Analizar mediante inmunomicroscopia FRET confocal si existen
cambios en la interaccion entre los ribosomas y la miosina 5a cuando las
concentraciones intracelulares de calcio varian en respuesta a

despolarizacion por KCI.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cultivo celular

Como modelo se usé la linea celular 3T3-L1 (ATCC® CL-173™), la
cual fue mantenida en DMEM (Capricorn) con glucosa 4,5 g/L, glutamina
estable 862 mg/L y piruvato de sodio 110 mg/L; penicilina 100 U/uL vy
estreptomicina 25 mg/mL como antibioticos, y suero fetal bovino (SFB)
(Capricorn), a 37°C y 5% COa2. Se eligio dicha linea celular (3T3-L1) como
modelo debido a dos factores: 1) expresan Myo5a, proteina de interés de
este trabajo y ademas
2) constituyen un modelo mas sencillo de cultivar que las neuronas.

Las células -originarias de la coleccion del Instituto Pasteur de
Montevideo- se mantuvieron en sustratos plasticos tratados para cultivo de
células eucariotas (Eppendorf). Las células 3T3-L1 fueron descongeladas
a partir de viales de 1,5 mL mantenidos en nitrégeno liquido. Para
descongelarlas se suspendié el contenido del vial en 5 mL de medio
completo (medio de cultivo con antibidticos) y a continuacién se centrifugd
a 1000 rpm durante 5 minutos para remover el dimetilsulféxido (DMSO),
contenido en el medio de congelamiento, y las células muertas. Se
resuspendio el pellet en 1 mL de medio de cultivo completo y se plaqued
en placas de 60 mm con una proporcidon 9:1 de medio de cultivo

completo/SFB. Una vez plaqueadas, fueron mantenidas de acuerdo a las
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recomendaciones de ATCC: no se las dejo alcanzar mas de un 80% de
confluencia para evitar la transformacion celular y se cambié el medio al
menos dos veces a la semana. En los casos en los que fue necesario
realizar pasajes celulares, el procedimiento incluyo:

1) remocion del medio de cultivo,

2) lavado con 5 mL de PBS 1X,

3) decolamiento de las células con un 0,5 mL de tripsina-EDTA 0,05%-
0,02% (Capricorn),

4) neutralizacion con 5 mL de medio de cultivo completo. Con el fin de
mantener nuestra reserva de células 3T3-L1, algunos cultivos fueron
congelados y preservados en nitrégeno liquido. Para congelarlas, se
siguieron los pasos explicados anteriormente hasta el punto 4;
resuspendiéndolas luego en 1 mL de medio de congelamiento, que
contiene 70% de medio de cultivo completo, 20% de SFB y 10% de DMSO.
El vial resultante se mantuvo 1 hora a -20°C y luego se lo llevo a -80°C
durante 24 horas antes de ser colocado en nitrodgeno liquido.

Asimismo, el crecimiento de las células destinadas a los ensayos de
inmunofluorescencia se realizé sobre cubreobjetos (24 x 24 mm) hasta
alcanzar un 60% de confluencia. Mayor densidad podria influir en la
estructura y arquitectura de la célula, lo que afectaria la reproducibilidad de
nuestros experimentos. Por el contrario, una densidad celular menor
dificultaria encontrar un area con la cantidad adecuada de células para

analizar.
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Para la induccion de cambios en la concentracion intracelular de
calcio, se adicion6 KCI 50 mM por un periodo de 5 minutos, que conlleva
un aumento en la concentracion intracelular de dicho ion. Esto es asi
porque las células de la linea 3T3-L1 expresan canales de calcio voltaje-
dependientes °!, lo que nos da la posibilidad de usar esta caracteristica a
nuestro favor y generar un estimulo considerado mas fisiologico
(despolarizacion) que el uso de ionéforos de calcio. Se incluyeron tres

grupos de cultivos como controles:
1) sin adicionar KCI (control negativo),
2) otro en el que se adicion6 lonomicina 1 uM (Sigma) y

3) un ultimo grupo conteniendo EGTA 2 mM + KCI 50 mM. Todos fueron
mantenidos bajo las diferentes condiciones durante el mismo periodo de
tiempo que la condicién experimental (5 minutos). Dichos controles fueron
pensados tomando en cuenta nuestra hipotesis de trabajo. La lonomicina
es un ionéforo producido por Streptomyces conglobatus que se utiliza
experimentalmente para aumentar el nivel intracelular de Ca?*. Si la
interaccién entre los ribosomas y la Myo5a esta efectivamente mediada por
Ca?*, se deberia observar un efecto similar generado en la condicion
experimental (KCI 50 mM). De esta manera, la lonomicina representa el
control positivo. Por su parte, el cultivo en el que se agregé EGTA y KCl es
el control negativo. El EGTA es un quelante de Ca?*, por lo que si el efecto

del KCI sobre la interaccion entre la Myo5a y los ribosomas esta regulada
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por Ca?*, no se deberia observar ninguna diferencia con respecto a la

condicion normal en este cultivo.

4.2 Inmunomarcacion

La inmunomarcacion se realizé en base al protocolo usado por
Calliari y colaboradores (2014)%. En primera instancia se pusieron a punto
las concentraciones de los anticuerpos especificos a utilizar para los
reconocimientos de Myob5a y la proteina ribosomal PO (anticuerpos anti-
Myo5a y anti-P0O, respectivamente) con el propdsito de ecualizar las sefiales
de inmunofluorescencia generadas por ambos anticuerpos; condicion
fundamental para la realizacion correcta de los ensayos de FRET. El
anticuerpo anti-Myob5a (chicken brain miosina), fue un obsequio de Roy
Larson y fue utilizado de acuerdo a sus recomendaciones. El mismo es
policlonal, generado en conejo y purificado por afinidad con respecto al
antigeno, segun se indica en Espreafico y colaboradores (1992)%. Este
anticuerpo reconoce la mayoria del dominio de la cola de la Myo5a. Por
otro lado, el anticuerpo comercial anti-PO (Immunovision, Erba Diagnostics,
Springdale, Arkansas, USA), es producto de la purificacion de IgG a partir
de un suero autoinmune humano, por lo que es policlonal. EI mismo es
desfibrinidado y deslipidizado y luego liofilizado

(http://www.immunovision.com/hpo-0300/).
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Las células fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) 1X a 37°C
y fijadas con PAF 4%-PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se
realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X. A continuacion, se
permeabilizaron las células y se bloquearon las uniones inespecificas de
manera simultanea, por lo que las células debieron ser incubadas en buffer
de bloqueo (PBS-triton 0,05%-BSA 1%) por 40 minutos, a temperatura
ambiente y en agitacion.

La incubacion con anticuerpos primarios se realizé durante 16 horas
a4°C; los cubreobjetos conteniendo las células cultivadas fueron colocados
en camaras humedas con una gota de 50 pL de sus respectivos anticuerpos
primarios, diluidos en buffer de bloqueo. El anticuerpo anti-Myo5a fue
utilizado a 5 uyg/mL (Larson, comunicacion personal). El anticuerpo anti-P0
fue probado en las siguientes diluciones: 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/3000,
1/6000, 1/4000, 1/5000, 1/8000, 1/10000, 1/20000 y 1/40000.

Al dia siguiente, las células fueron lavadas 3 veces durante 5
minutos con buffer de bloqueo a temperatura ambiente y en agitacion, para
remover el excedente de anticuerpos primarios y poder asi realizar a
continuaciéon la incubacion con los anticuerpos secundarios. Como
anticuerpos secundarios se utilizaron: un anticuerpo anti-conejo generado
en cabra, conjugado a Alexa Fluor 555 (Invitrogen) para el reconocimiento
del anticuerpo primario anti-Myo5a, y un anticuerpo anti-humano generado

en cabra, conjugado a Alexa Fluor 633 (Invitrogen) para el reconocimiento
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del anticuerpo primario anti-P0. Ambos anti-anticuerpos secundarios fueron
usados en una diluciéon 1/1000 en buffer de bloqueo.

Para asegurar la ausencia de sefial debida a interacciones
inespecificas de dichos anticuerpos secundarios con el material celular -en
las condiciones de nuestro protocolo-, se realizé un control negativo, donde
no se hizo la incubacion con anticuerpos primarios, mas si con los
anticuerpos secundarios.

Para remover el exceso de anticuerpos secundarios, se hicieron 3
lavados de 5 minutos de duracién cada uno con PBS 1X, a temperatura
ambiente y en agitacion. Los cubreobjetos fueron montados en medio de
montaje para fluorescencia (ProLong Diamond Antifade, Invitrogen), con el
fin de disminuir el decaimiento de la misma por exposicion a la iluminacion

de alta intensidad (photobleaching).

4.3 Microscopia confocal de Transferencia de energia resonante de

Forster (FRET) cuantitativa

La transferencia de energia resonante de Forster (FRET) es un
proceso fisico donde se transfiere energia de forma no radiactiva desde un
fluoréforo excitado (el Donador, D) a otro fluoroforo (el Aceptor, A) mediante
interacciones dipolo-dipolo. Dadas sus caracteristicas, esta forma de
interaccion es dependiente de la distancia. Es un proceso adecuado para

distancias moleculares de 10-100 A y altamente efectivo si D y A estan
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posicionados dentro del radio de Forster (distancia a la cual la mitad de la
energia de excitacion del dador es transferida al aceptor, unos 30-60 A) 94,
La eficiencia de FRET es inversamente dependiente de la sexta potencia
de la separacion intermolecular, convirtiéndola en una técnica muy sensible
para estudiar procesos moleculares con una resolucién subnanométrica .
De esta manera, la microscopia FRET permite estimar la distancia entre
dos interactores con una resolucion indicativa de interaccion a nivel
molecular, ubicandola ademas en el espacio dentro de la célula.

Para elegir el par DA, consideramos que las longitudes de onda de
excitacion estuvieran suficientemente separadas de manera de excitar
selectivamente al Donador, pero que a la vez exista una superposicion tal
entre el espectro de emision del Donador y el de excitacion del Aceptor que
permita la transferencia de energia (figura 1). Si ocurre FRET, la sefal de
fluoréforo D serd menor debido al “quenching” de su fluorescencia, mientras

que la sefial del canal de A se incrementara .
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Figura 1. Espectros de excitaciéon y de emision de los fluoréforos de trabajo. Se
muestran los espectros de excitacién y de emisién para el fluor6foro Alexa 555 y para el
fluoréforo Alexa 633. Se observa una superposicion entre el espectro de emision del
Donador y el de excitacién del Aceptor; condicion fundamental para FRET.

En esta aproximacion experimental, el spectral bleedthrough (SBT),
que es la contaminacién generada por la emision del Donador en el canal
del Aceptor y por la excitacion de moléculas de Aceptor por la luz que excita
al Donador, es un problema de gran importancia. Por lo tanto, la sefial de
FRET observada es mas alta que el FRET real. Para corregir este
problema, elegimos utilizar el método de andlisis de los datos de FRET
basado en el algoritmo PFRET (Keck Center for Cellular Imaging, University
of Virginia, Charlottesville, VA 22903). Este algoritmo remueve el SBT tanto
para el D como para el A teniendo en cuenta las variaciones que presenta
el SBT para los diferentes niveles de fluorescencia. Esto permite una
determinacion posterior de la eficiencia de transferencia de energia (E%)
de una manera mas precisa que otros algoritmos que no tienen en cuenta
esta variacion %. E% se define como la fraccion de la cantidad de veces
que la energia se transfiere desde la molécula de D excitada a la del Ay
que no es utilizada en ningln otro proceso %

Para el caso de los experimentos de microscopia FRET confocal el
protocolo de inmunomarcacion fue el descrito en el apartado 4.2 y se realizo
para cada una de las condiciones de cultivo explicadas en el punto 4.1 (esto
es: condicion experimental con KClI 50 mM y condiciones control normal,
positivo y negativo). La eleccién de los fluoréforos para utilizar como par

Donador-Aceptor (Alexa 555-Alexa 633) contempld los requisitos de
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distancia entre los maximos de emision del D y excitacion del A y de
separacion entre los maximos de emision de ambos espectros. Ademas, se
eligieron fluoroforos de la serie Alexa dado que son mas estables que los
fluoréforos de primera generacion, su photobleaching es bajo y poseen
guantum yields adecuados (0,1 en el caso de Alexa 555 y 0,33 en el de
Alexa 633)

El disefio experimental fue el siguiente:
1) una muestra donde se realizé la inmunomarcacion utilizando ambos
anticuerpos primarios, a la que llamaremos muestra “doble marcada” o
“Donador-Aceptor” (DA);
2) una muestra en la que se utilizé sélo el anticuerpo primario anti-Myo5a
para la inmunomarcacion, denominada muestra “Donador” (D);
3) una muestra marcada unicamente con el anticuerpo primario anti-PO,
llamada muestra “Aceptor” (A);
4) una muestra cuya inmunomarcacion se hizo sin anticuerpos primarios,
para evaluar el nivel de “ruido de fondo”.
Cada anticuerpo primario fue utilizado a la concentracion 6ptima

determinada durante la etapa de puesta a punto.

4.4 Microscopia confocal y adquisicion de imagenes

Para la adquisicion de imagenes de microscopia confocal

convencional se utilizé un microscopio confocal Olympus FV-300, equipado
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con un lente Plan Apo N 60X de inmersion en aceite NA 1.42 y laseres 543
y 633 nm. La intensidad de los laseres utilizada fue de 25 % en el caso del
laser 543 nmy de 4 % en el del laser 633 nm, de manera de poder recoger
la sefial de fluorescencia de ambos fluoréforos usando el mismo valor de
voltaje en ambos fotomultiplicadores (650 V), condicion fundamental en la
adquisicion de imagenes para FRET cuantitativo Se tomaron 6 a 9
imagenes de cada muestra, con 8 bit de profundidad y de tamano 1024 x
1024 pixeles, siguiendo el siguiente esquema:

1) DexDem: imagenes tomadas excitando con el laser 543 (excitacion del
Donador, Dex) y recogiendo la imagen en el canal del Donador (emision del
Donador, Dem). Estas imagenes muestran la senal del Donador.

2) DexAem: imagenes tomadas excitando con el laser 543 (Dex) y
recogiendo la imagen en el canal del Aceptor (emisién del aceptor, Aem).
Muestran la sefial de FRET no corregido (uFRET).

3) AexAem: imagenes tomadas excitando con el laser 633 (Aex) y
recogiendo la imagen en el canal del aceptor (Aem). Estas imagenes

muestran la senal del Aceptor.

4.5 Andlisis de FRET cuantitativo

Las imagenes obtenidas se utilizaron para estimar la eficiencia de
transferencia de energia entre los fluoréforos mediante analisis FRET

cuantitativo (processed FRET, PFRET) utilizando, como ya se menciond, el
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algoritmo PFRET (Keck Center for Cellular Imaging, University of Virginia,
Charlottesville, VA 22903) que se utiliza como plug in para ImagedJ %.

Se generaron imagenes de PFRET utilizando imagenes, a las que
se sustrajo el ruido de fondo, de aquellas muestras marcadas de forma
simple y doble. Las regiones de interés (ROls) se crearon de manera
automatica con el software PFRET en las imagenes uFRET, poniendo como
medida base de intensidad e fluorescencia 10 unidades y su area fue de 10
x 10 pixeles®’. Se aplicaron diferentes restricciones a la hora de realizar el
anadlisis para evitar el FRET no especifico debido a bajo nivel de
fluorescencia del Aceptor y/o Donador y FRET no corregido (menor de 20),
valores fuera de los limites aceptables para E% (menor de 5%) y SBT
(menor de 30%, mayor de 70%). Las restricciones fueron aplicadas de
manera iterada hasta alcanzar la independencia de E% con respecto a A.
Este analisis estadistico permite distinguir las interacciones aleatorias
(FRET no especifico) de aquellas en cluster (FRET especifico). En el caso
de que las interacciones sean aleatorias, la probabilidad de que una
molécula Aceptor co-localice con un Donador aumenta en funcion del
aumento de la concentracion de Aceptor, lo que lleva a un incremento en
E%. De esta manera, E% muestra una dependencia positiva de la cantidad
de Aceptor. Por el contrario, si las interacciones son en cluster, el aumento
de la cantidad de Aceptor, no tiene repercusiones en la E% y por lo tanto,
E% es independiente de A. Otro indicador de la especificidad del FRET es

el fendmeno conocido como “exclusion geométrica del donador”, en el cual
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al aumentar los niveles de uD (unquenched donor) o la relacién uD/A, se
genera un decaimiento en E%. En una interaccién en cluster, solo una
molécula de donador por aceptor podra aproximarse a una distancia de
FRET efectiva aunque la concentracion de donador aumente, por lo que
E% sera inversamente proporcional a uD/A %. Mediante este analisis
estadistico se determind la posicién de las ROIs que presentan FRET

especifico entre la Myo5a y los ribosomas.
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5. RESULTADOS

5.1 Puesta a punto de las condiciones de inmunomarcacion con
anticuerpos anti-Myob5a y anti-proteina ribosomal PO en células 3T3-

L1

El punto de partida de este trabajo fue la puesta a punto de las
condiciones de inmunomarcacion con los anticuerpos a utilizarse (anti-
Myob5a y anti-P0). Se encontro la concentracion éptima de trabajo para cada

anticuerpo tal que:

1) Se eliminé saturacién de la sefal para cualquier pixel;

2) El valor de voltaje asignado a cada PMT fuera el mismo para cada
anticuerpo, pues cuando el voltaje del PMT adquiere un valor cercano a los
650 V, trabajamos en valor medio del rango lineal en el microscopio

Olympus FV300.

La figura 1A muestra una imagen representativa de la
inmunomarcacion para Myo5a en estas condiciones. Se puede observar
que la distribucion es puntiforme, homogénea, citoplasmatica y nuclear. El
analisis del histograma de intensidad de fluorescencia para Myo5a (figura
1B) mostré una distribucion en los valores medios del rango, demostrando

gue esta dilucion de trabajo es 6ptima para el anticuerpo anti-Myo5a.

38



En el caso de anti-P0O, por ser un anticuerpo comercial, se comenzo
probando una dilucion 1/500, teniendo como referencia que la
concentracion recomendada para Western Blot es de 1:1000. Como se
puede ver en las figuras 1C y 1D (imagen representativa de
inmunomarcacion para PO e histograma de intensidad de fluorescencia
para PO, respecitvamente), para una dilucion igual a 1/20000, la sefial del
anticuerpo anti-P0O se encuentra completamente saturada utilizando un
voltaje de adquisicion en el PMT de 650 V. Por ello, se prob6 una dilucion

1/40000.

En ambos casos, se observa que la distribucion de PO es
citoplasmica, de aspecto granular y preferentemente perinuclear (figuras
1C y 1E). Se puede observar ademas que en la figura 1E (representativa
de inmunomarcacion para PO correspondiente a la dilucién 1/40000) la
sefal del anticuerpo anti-P0O no se encuentra saturada ni baja en la escala
de valores cuando el voltaje en el PMT es de 650 V. El analisis de los
histogramas de intensidad de fluorescencia muestra, para el caso de la
dilucion 1/20000 (figura 1D), una distribucién en los valores extremos del
rango. Contrariamente, para la dilucién igual a 1/40000 de anti-P0O, en la
figura 1E se observa una sefial de fluorescencia 6ptima y una distribucion
en valores medios del rango (figura 1F), demostrando asi que esta dilucién
es adecuada para las inmunomarcaciones a realizarse con anticuerpo anti-

PO.
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Figural. Inmunomarcacion utilizando anticuerpos anti-Myob5a y anti-P0. A. Células
3T3-L1 inmunomarcadas con anticuerpos anti-Myo5a a 5ug/mL. B. Histograma de
intensidad de fluorescencia de la sefial del anti-Myo5a. C y E. Células 3T3-L1
inmunomarcadas con el anticuerpo anti-P0 diluido 1/20000 y 1/40000, respectivamente. D
y F. Histogramas de intensidad de fluorescencia para el anticuerpo anti-P0 diluido 1/20000
y 1/40000, respectivamente. Los graficos se construyeron a partir de valores medidos en
al menos 10 células por condicién. Barra= 20 uM.

5.2 Andlisis de lainteraccion entre los ribosomas y la Myo5a mediante

inmunomicroscopia FRET confocal cuantitativa

Las condiciones de las inmunomarcaciones ya presentadas en el
apartado 4.1 fueron utilizadas para generar imagenes de pares Donador-
Aceptor (ver seccidn 4.4 de materiales y métodos), siendo la imagen
Donador aquella correspondiente a la sefial de la Myo5a (figura 2A) y PO el
Aceptor (figura 2B). La remocion de la contaminacion por SBT (spectral
bleedthrough) se evidencia claramente comparando las imagenes de
uFRET y PFRET (figuras 2C y 2D, respectivamente). Los valores de E%
(figura 2E) obtenidos, luego de aplicar las restricciones (ver materiales y
métodos) se graficaron en funcion de A (figura 2F) y en funcion de uD/A
(figura 2G). Como se observa, E% es independiente de los valores de A
(r=0.028) e inversamente proporcional a uD/A (r=-0.439) para las ROls que
permanecen luego del analisis con las restricciones aplicadas. Esto
significa que el FRET en estas regiones es especifico, es decir que las
interacciones no son aleatorias, sino que son controladas o en cluster. En

la figura 2H se puede observar que dichas ROIls presentan una distribucion
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citoplasmatica y homogénea, estando ausentes en los lamelipodios y en el
nucleo. Nuestro analisis demuestra una interaccion controlada entre los
ribosomas y la Myo5a en el citoplasma de células 3T3-L1 bajo condiciones

habituales de cultivo.

Figura 2. Distribucién del Donador (sefial de Myo5a), Aceptor (sefal de P0O), uFRET,
PFRET y E% en células 3T3-L1 en condicién basal. A. Sefial correspondiente al canal del
Donador cuando se excita utilizando el laser 543. B. Senal en el canal del Aceptor al excitar
con el laser 633 C. Sefial en el canal de Aceptor al excitar con el laser del Donador: se
observa la sefial correspondiente al FRET no corregido (UFRET), que incluye la seial
proveniente de la transferencia de energia D-A, el donor crosstalk y el SBT del A. D.
Imagen de FRET corregido donde fueron removidos del canal de uFRET el donor crosstalk
y el SBT del A. La imagen resultante representa la sefial proveniente de la transferencia
de energia (PFRET). E. Distribucion de E%. F. Grafico E% vs. A. G. Grafico E% vs. uD/A.
H. ROIs que sobreviven al andlisis. Barra= 20 pm
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5.3 Andlisis de los cambios en la interaccion entre los ribosomas y la
Myo5a en respuesta a KCI mediante inmunomicroscopia FRET

confocal

Con el fin de saber si la interaccion entre los ribosomas y la Myo5a
sufre cambios en respuesta a un estimulo con KCI, se realizd
inmunomicroscopia FRET confocal en las mismas condiciones presentadas
en el apartado 5.2, incluyendo en este caso imagenes tomadas a partir de
cultivos tratados con KCI 50 mM (ver materiales y métodos seccion 4.1).

En la figura 3D se muestran las ROls sobrevivientes al analisis FRET
de imagenes provenientes de cultivos tratados con KCl y se compara con
aquellas de la condicion basal (figura 3A). También se presentan los
graficos de E% en funcion de A (figuras 3B y 3E) y de E% en funcién de
uD/A (figuras 3C y 3F) para ambas situaciones experimentales, donde se
observa la independencia de E% con respecto a A (r=0,028 y r=0,032
respectivamente) y su dependencia negativa con respecto a uD/A (r=-0,439

y r=-0,393 respectivamente).

Figura 3. A. ROIs en una célula 3T3-L1 en condicion normal. B. Gréfico de E% vs. A para
la condicién basal. C. Grafico de E% vs uD/A para la condicion basal. D. ROIs en una
célula 3T3-L1 tratada con KCI. E. Grafico de E% vs A para la condicion experimental. F.
Gréfico de E% vs uD/A para la condicién experimental. Barra = 20 pm.
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Comparando los resultados obtenidos para las células tratadas con
KCI con respecto a la situacién basal podemos apreciar que si bien la
distribucion de las ROls es citoplasmatica y homogénea en ambos casos,
hay una gran disminucion en el numero de ROIls en la condicién
experimental.

Para discernir si la respuesta que se da en la interaccion entre la
proteina ribosomal PO y la Myo5a al tratamiento con KCI esta mediada por
un cambio en la concentracion intracelular de calcio o por la despolarizacion
misma, se realizaron experimentos de FRET confocal cuantitativo en
cultivos de células 3T3-L1 bajo dos condiciones control: 1) conteniendo KCI
50 MMy EGTA2 mMy 2) conteniendo lonomicina 1 uM. La figura 4 muestra
un histograma de frecuencias de E% comparando todas las condiciones
experimentales ensayadas. Como se puede observar, el tratamiento con
EGTA da lugar a una muestra con un FRET similar al de la muestra
cultivada en condiciones basales, con un porcentaje de ROIs que
permanecen luego de la aplicacion de las restricciones. Contrariamente,
cuando se trata a los cultivos celulares con lonomicina, el porcentaje de
ROIls disminuye mas de un 90% con respecto a la condiciéon de cultivo
basal. Este comportamiento también se observa en las células tratadas con

KCI.
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Figura 4. Histograma de ROIs en funcion de E% para todas las condiciones estudiadas.
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6. DISCUSION

Como paso inicial de la presente tesina, se puso a punto la
concentracion de trabajo de los anticuerpos que se iban a utilizar. Es decir,
con estas diluciones de trabajo del anticuerpo, logramos recoger su sefal
utilizando un valor de voltaje del fotomultiplicador (650V) dentro del rango
lineal de trabajo de los PMT instalados en el equipo Olympus FV-300 (400-
800 V). Obtuvimos ademas una distribucién de intensidad de fluorescencia
para este anticuerpo en valores medios de la escala de grises (0-255), lo
que asegurd la realizacion del ensayo de FRET en ausencia de saturacion
y en presencia de niveles adecuados de sefal para permitir la sustraccion
de los contaminantes por SBT %. A nivel celular, se obtuvo una distribucién
de la sefial en concordancia con lo ya reportado para Myo5a en células en
cultivo en condiciones similares 48798, Salerno y colaboradores mostraron
que en fibroblastos la Myo5a se encuentra tanto en ndcleo como en
citoplasma, pero los niveles de fluorescencia del nucleo y perindcleo son
mas bajos que los del citoplasma, haciendo notoria la diferencia entre ellos.
Ademas, Larson y colaboradores observaron la presencia de Myo5a en el

ndcleo %.

En el caso del anticuerpo anti-P0O, las condiciones adecuadas en
cuanto a la intensidad de fluorescencia de su sefial se obtuvieron utilizando

una dilucién del mismo de 1/40000. Este anticuerpo comercial revelé una
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distribucion granular, citoplasmatica, preferentemente perinuclear de la
proteina ribosomal PO. Y si bien la misma no muestra una co-localizacion
evidente en la observacion ocular, demostramos su co-localizacion

mediante microscopia FRET cuantitativa.

Respecto a la interaccion entre el motor molecular Myo5a y los
ribosomas se puede decir que, dados los resultados obtenidos mediante el
analisis de FRET realizado en el presente trabajo, existe una asociacion
controlada entre la Myo5a y la proteina PO in vivo en condiciones basales.
Esta interaccion se da de forma especifica en el citoplasma y muestra una
distribucion homogénea. Asimismo, al observar los resultados del analisis
FRET obtenidos cuando se induce la despolarizacién por adicion de KCI
sugieren que, como se esperaba, la ya mencionada asociaciéon entre
Myob5a y los ribosomas es modulada por el ién calcio, ya que las sefiales
de FRET especifico disminuyen de manera notoria. Esto es también
apoyado por los comportamientos observados en los cultivos en presencia
de KCI + EGTA e lonomicina; al quelar el calcio, la sefal de FRET especifico
entre la Myoba y la proteina PO es similar a la obtenida en condiciones
basales, mientras que en presencia de lonomicina, el FRET especifico
disminuye a niveles analogos a los de nuestra condicién experimental. Es
sabido que el calcio modula la actividad motora de la Myo5a a través de las
calmodulinas 7729 sin embargo, la modulacion de la interaccion entre
este motor y su carga in vivo, no habia sido descrita hasta ahora. Nuestros

resultados apuntan a una disociacion del motor molecular de los ribosomas
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en respuesta al aumento de concentraciones intracelulares de calcio. Esto
ha sido observado ya mediante la utilizacion de otras técnicas
experimentales in vitro: inmunoprecipitacién, western blot, gradiente de
sacarosa y sedimentacion por ultracentrifugacion, apoyando la idea de que
el calcio puede tener un efecto directo sobre algunos componentes de las
RNPs 47,

No obstante, esta aproximacion experimental nos impide saber si la
modulacion por parte del calcio de la interaccion vista entre la Myo5a y los
ribosomas tiene un rol fisiolégico. En particular, seria importante conocer
las concentraciones efectivas de calcio intracelular que se alcanzan en
estas condiciones. Considerando que el medio de cultivo esta
suplementado con CaClz 1,8 mM, sabemos que al menos en la condicion
en la que se trata las células con ionéforo, la concentracion final de calcio
deberia llegar a valores cercanos a ésta. Mas dificil es especular sobre lo
que ocurre con la despolarizacion por KCI. De acuerdo a lo reportado por
Yang & Huang (2005) 190 estas células expresan canales de calcio voltaje
dependientes sensibles al agonista nimodipina, usada para caracterizar los
canales de tipo L, los cuales son de inactivacién lenta y alta conductancia.

Existe evidencia que muestra la posible importancia fisiolégica del
fendmeno generado por el calcio y su asociacion al transporte de ARN, tal
es el caso de la interaccion entre la proteina TLS (de unién a ARNm) y la
Myo 5a, que es alterada por el calcio %°. En células de hipocampo, se ha

visto que la translocacién de GFP-TLS hacia las espinas dendriticas es
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inducida por la estimulacion de receptores metabotropicos de glutamato,
cuya estimulacidn genera la liberacion de calcio de reservorios internos.
Ademas, en sinaptodendrosomas de corteza de cerebro de raton se
observé que, cuando se libera calcio de los reservorios internos, la
interaccion entre el ARNm codificante para APP (Proteina Precursor de
Amiloide) y FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) —que reprime la
traduccion del ARNm- se debilita. Por lo tanto, se podria pensar que el
calcio liberado genera la disociacion de este complejo y la sintesis local de
APP 101,

Resumiendo, los resultados de esta tesina de grado son
consecuentes con la evidencia ya publicada. Los mismos sugieren que
existe una asociacion entre la Myo5a y la proteina ribosomal PO en células
3T3-L1 y que dicho complejo se disocia en presencia de calcio, lo que no

habia sido reportado anteriormente in vivo.
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7. CONCLUSIONES

El presente trabajo de fin de carrera implico el desarrollo de
actividades y destrezas varias, en torno a un proyecto de investigacion con
objetivos concretos. Durante el trabajo se adquiri6 destreza en diversas
técnicas rutinarias de laboratorio (calculo y realizacién de soluciones,
medidas de pH, etc) y otras mas especificas como ser la rutina del trabajo
con cultivos celulares, las técnicas de inmunomarcacién y microscopia
confocal cuantitativa. Otro aspecto importante fue la experiencia en el
disefo de experimentos y el analisis de sus resultados. En relacion a esto
ultimo, se logré explorar la hipétesis planteada a través del recorrido por
cada uno de los objetivos especificos enunciados; se demostré la
interaccion de los ribosomas y el motor molecular miosina 5a, pudiéndose
demostrar también que dicha interaccidon es sensible a calcio. Si bien es
conocido que el calcio es un elemento esencial para la actividad enzimatica
de las miosinas, su capacidad para regular la interaccién con la carga (y en

particular con ribosomas), constituye un aspecto absolutamente novedoso.
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8. PERSPECTIVAS

La profundizacion en este trabajo deberia implicar en primer término,
darle mas solidez a los resultados obtenidos; en ese sentido, seria
importante reproducir las observaciones realizadas por FRET, pero
utilizando aproximaciones experimentales complementarias. Por ejemplo,
realizar g-PCR para detectar ARN ribosomal en inmunoprecipitaciones con
anticuerpo anti-Myo5a a partir de suspensiones celulares de la linea 3T3-
L1, de todas las condiciones experimentales exploradas; en estos
experimentos esperariamos observar que la Myo5a precipitada esta
formando complejos con los ribosomas. Asimismo esperaria que en
presencia de calcio, la Myo5a se encontrara disociada de los ribosomas,
no observando asi amplificacion.

Por otro lado, seria importante estudiar la relevancia fisioldgica de
esta interaccion, ya sea explorando si modula la sintesis de proteinas o la

localizacion de los ribosomas en la célula.
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