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ABREVIATURAS

AA1l = Anexina Al

AA2 = Anexina A2
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Cav 3 = Caveolina 3

LGMD2B = Distrofia muscular de cinturas Tipo 2 B
MM = Miopatia de Miyoshi

PFA = Paraformaldehido
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EGF = Factor de crecimiento epidérmico

EGTA = etilenglicol-bis (B-aminoetil éter) -N, N, N ', N’-acido tetraacético o acido
egtazico

DMEM = Acrénimo del inglés Dulbecco’s Minimun Essential Medium
Hepes = Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico

SNARE = Complejo receptor de SNAP

SNAP = Proteina soluble de acoplamiento de NSF

NSF = Factor Sensible a N-etilmaleimida

IRAP = Aminopeptidasa Regulada por Insulina

Phluorina = Proteina fluorescente verde sensible a pH

PIPES = acido piperazin-N,N’-bis(2-etanosulfénico)

PS = Fosfatidilserina

PC = Fosfatidilcolina

PIP2 = Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato

PI = Fosfatidilinositol

PG = Fosfatidilglicerol

GM1 = monosialotetrahexosilgangliosido

S100A10 = proteina relacionada a S100.
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1. RESUMEN

Mutaciones en el gen que codifica para disferlina causan disferlinopatias.
Disferlina es una proteina requerida para la reparacion del sarcolema, cuya estructura
consiste en una regiéon C-terminal transmembranal y 7 dominios C2 citosoélicos. Se ha
propuesto que la regién comprendida entre el dominio C-terminal y los dominios C2F y
C2G son suficientes para permitir la reparacién del sarcolema. Dicha regidon presenta
semejanza con sinaptotagmina, un sensor de Ca?* en procesos de exocitosis. Ademas,
disferlina interactla con las proteinas esenciales para la exocitosis: sintaxina-4, SNAP-
23 y anexina A2 (AA2), y resultados recientes indican que mioblastos deficientes en
disferlina presentan una reduccion en el numero de eventos de exocitosis. No
obstante, no se conoce qué regiones de disferlina son necesarias para ello.

En esta tesis de magister se estudié la contribuciéon de las regiones N- y C-
terminal de disferlina al proceso de exocitosis y a la distribucion de AA2, utilizando:
mioblastos provenientes de individuos sin o con diagndstico de disferlinopatia, el
reportero IRAP-pHIuorin junto a microscopia TIRF para visualizar eventos de exocitosis,
y microscopia confocal para estudiar la distribucion de AA2. Nuestros resultados
indican que las regiones N- y C-terminal de disferlina no son suficientes para restituir
los eventos de exocitosis ni la distribucion de AA2 en mioblastos de paciente con
disferlinopatia. Empero, disferlina completa si restaura la distribucion de AA2. Por lo
anterior, es probable que se requiera de la asociacién entre esas regiones y/o la regién

media de disferlina para restablecer sus funciones.

Palabras clave: Disferlinopatias, disferlina, Anexina A2, Exocitosis, IRAP-pHIluorin.



2. INTRODUCCION

Con el fin de mantener la integridad y sobrevivencia de los tejidos, las células han
adquirido la capacidad de reparar ciertos dafios tales como la ruptura por estrés
mecanico del sarcolema en el musculo esquelético (1).

El tejido muscular es un tejido considerado plastico que se adapta a las
necesidades del individuo. Sin embargo, hay momentos en los que el estrés mecanico
resultante es mayor a la velocidad de adaptacion del muisculo produciéndose dafios en
el sarcolema. Cuando esto ocurre, la entrada masiva de Ca?* hacia el interior de las
células desencadena una serie de procesos que involucra la activacion de una gran
maquinaria proteica. Si todo estd en orden, esta ruptura es sellada y la célula continua
con su ciclo de vida. Por el contrario, si alguna de las proteinas involucradas en el
proceso de reparacion no cumple su funcion, se activan procesos conducentes al estrés
oxidativo (2, 3), alteraciones de la permeabilidad del sarcolema, disfuncién
mitocondrial y degeneracién muscular (4 - 6). Esto puede ocurrir cuando mutaciones
en las proteinas implicadas en este proceso alteran su expresion y/o funcion (5, 7).

En esta tesis se estudiaran disferlina y anexina A2 (AA2), dos proteinas implicadas
en los procesos de reparacion del sarcolema y la exocitosis (4, 8, 9).

A continuacion, se presentaran algunos conocimientos obtenidos desde distintas
investigaciones relacionadas a las distrofias musculares y a las funciones de disferlina y
AA2.

2.1 MIOPATIAS ASOCIADAS A MUSCULO ESQUELETICO

El musculo esquelético es un tejido esencial para el funcionamiento del
organismo, no sélo porque permite el movimiento, la respiracién, el mantenimiento de
la postura y el desarrollo de la fuerza, sino también porque regula los niveles de
glucosa plasmatica, y secreta mioquinas, moléculas sintetizadas y secretadas por el
musculo esquelético que regulan el metabolismo de otros tejidos (10,11). No obstante,
el desarrollo del musculo esquelético puede verse afectado por factores genéticos,
como es el caso de las miopatias hereditarias (12). Si bien estas afecciones
comprenden mas de 350 mutaciones en diferentes genes, muchos de los mecanismos

que subyacen a estas patologias siguen sin ser conocidos (13). Entre las miopatias



hereditarias se encuentran las distrofias musculares, caracterizadas por una debilidad
muscular progresiva que afecta distintos grupos musculares en diferentes grados,
entre ellos aquellos de las extremidades, los faciales y/o respiratorios, pudiendo
alterar, en algunos casos, 6rganos como el cerebro (14). Sin embargo, la edad de
inicio, la progresion y las complicaciones que conllevan, depende del tipo de proteina
que causa la distrofia (15 - 17).

Un tipo de distrofia muscular son las disferlinopatias, las cuales estan asociadas a
un déficit de disferlina (18). Los tres fenotipos de disferlinopatias conocidos son la
distrofia muscular de cinturas tipo 2B (LGMD 2B), la miopatia distal de Miyoshi (MM) y
la miopatia distal con inicio tibial anterior (DMAT). LGMD 2B es el fenotipo mas comun
dentro de las disferlinopatias, junto con MM. Los musculos afectados son aquellos
proximales a la cintura pélvica, dificultando al paciente a ponerse de pie, caminar o
correr. Posteriormente, se ven afectados los musculos de la cintura escapular, pero de
una manera mas leve (19, 20). En la MM, los musculos afectados al comienzo son los
distales a la cintura escapular y pélvica, incluyendo, primeramente, los musculos
gastrocnemio y séleo, lo cual dificulta que el individuo se ponga de puntillas. A medida
que progresa la enfermedad ademas se afectan los musculos de los gliteos y otros
proximales a la cintura escapular, entorpeciendo la fuerza de agarre o actividades
basicas como caminar, correr o subir escaleras. Junto con LGMD 2B, MM es de
progresion lenta (20 - 22). DMAT es un fenotipo mucho menos frecuente, en donde los
musculos afectados también son los distales a la cintura escapular y pélvica, sin
embargo, la enfermedad progresa rapidamente afectando los musculos tibiales
anteriores (23) (Figura 1). La edad media de inicio en los tres fenotipos ronda los 14 -

41 afios y son enfermedades autosémicas recesivas (23, 24).

L

Figura 1. Esquema demostrativo de los musculos F*
afectados en los tres fenotipos de disferlinopatias. A ,‘\\ l

la izquierda se observan los misculos afectados en LGMD () w"sji @
2B y a la derecha los afectados en la MM y MDAT.




Una caracteristica sustancial en todos los tipos de disferlinopatias son los altos
niveles séricos de creatina quinasa (CK) los cuales, en un inicio, estan elevados entre
10 - 100 veces lo normal, desde la fase asintomatica temprana de la enfermedad (24)
e indican dafio del tejido muscular (25, 26). Sin embargo, el seguimiento de estas
patologias a través de la CK no es lo mejor, pues a medida que progresa la
enfermedad los niveles de CK tienden a normalizar (27, 28). Otra caracteristica
importante de mencionar es que los niveles de CK varian segun el tipo de mutacién y
el fenotipo de la enfermedad, encontrandose niveles menores de CK para el caso de
MM que para LGMD2B (26).

2.2 DISFERLINA

Disferlina es una proteina que pesa ~237 kDa, su gen, DYSF, se encuentra en
el cromosoma 2p13 (29, 30). Disferlina pertenece a la familia de las ferlinas, familia
proteica que se caracteriza por poseer multiples dominios C2 y un dominio C-terminal,
transmembranal altamente conservados (31). Es sabido que las proteinas con
dominios C2 se unen a Ca?* y fosfolipidos, y estan involucradas en la transducciéon de
sefales y trafico de membranas (21). Asi, disferlina, estda compuesta por un dominio
C-terminal transmembrana de paso simple, una region N-terminal citosélica constituida

por siete dominios C2, tres dominios Fer y cuatro dominios DysF (Figura 2).

’E o i Dominio Transmembrana
@ D Dominio C2
yx

@ DYsFN
. @ DYsFC
% ’ Ferl
.Q/._ 6 FerA
H,N ,\ x>’ & rers

Figura 2. Esquema de la estructura de disferlina y sus dominios C2, DYSFN,
DYSFC, Ferl, FerA y FerB.



Los dominios C2 de disferlina son independientes entre si y constan de ~130
aminoacidos (32, 33). Poseen uno o dos sitios de unién a Ca?* con diferentes valores
Kd que van entre 1.5 a 1000 uM (34). Con respecto al dominio C2A de disferlina, Davis
y colaboradores en 2002, demostraron que en presencia de Ca?*, este dominio se une
a liposomas que contienen gran cantidad de fosfatidilserina (PS) (35, 36). Ademas,
Therrien y colaboradores agregaron que el dominio C2A tiene afinidad por 4-
fosfatidilinositol (PI) y por fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) (36, 37). Por otro lado,
Marty y colaboradores reportaron que los dominios C2B y C2C tienen comportamientos
similares al dominio C2A (38). Los otros dominios no presentan afinidad significativa a
PS u otros fosfoinositidos, aun en presencia de Ca?* en el medio (35 - 37). No
obstante, Abdullah y sus colaboradores demostraron que los dominios C2A, E, Fy G
son capaces de aumentar su afinidad por fosfolipidos en presencia de Ca?* (34).

A pesar de que estos dominios son conocidos por poseer union lipidica regulada
por Ca?*, no todos ellos son igual de sensibles a Ca?*. Por otro lado, algunos poseen
mas interacciones proteina-proteina que interacciones proteina-lipidos (34, 39).
Incluso se piensa que algunos dominios C2 actian mas como espaciadores entre

dominios o simplemente para darle estructura a la proteina (34).

Entre las otras regiones que componen a disferlina, estan los cuatro dominios
DysF, los que son denominados de acuerdo a su ubicaciéon con respecto al extremo
terminal de la proteina, asi los dominios DysFN son mas cercanos a la region N-
terminal y los DysFC estan proximos a la region C-terminal. Este ultimo se
caracterizada por ser rico en residuos de arginina. También encontramos dominios Fer,
los cuales contienen de 60-70 residuos (36). Se debe mencionar que la funcion de los
dominios Fer y DysF alun no es conocida (21, 36, 40). Sin embargo, la presencia de
FerA viene de la mano con un motivo DYSF, lo que sugiere que puede existir una
relacion funcional entre ellos (36). En 2018, Harsini y sus colaboradores demostraron a
través de cromatografia de intercambio idnico que el dominio FerA de disferlina posee
carga predominantemente negativa a pH fisiolédgico y que puede unirse a fosfolipidos
de membrana y tal vez también podria insertarse en ella, unién que parece ser
reforzada en presencia de Ca?* (41).

Como dato adicional, dentro de la familia de las ferlinas, se encuentra



mioferlina, la cual estd también ampliamente expresada en musculo esquelético, e
involucrada en la fusion de mioblastos y regeneracion de este tejido (42, 43).
Mioferlina ademas cumple un rol en la reparacién de la membrana en células tumorales
(44). Otra ferlina importante es otoferlina, la cual se expresa principalmente en las
células ciliadas internas del oido interno, en donde gracias a su funcién sensora de
Ca*? es capaz de regular la exocitosis mediada por el complejo SNARE (Receptor de
Proteina de fijacidon soluble de NSF (Factor Sensible a N-etilmaleimida)) (45). Se sabe
que mutaciones en el gen que codifica para otoferlina son causales de sordera no

sindromica (46).

2.2.1 Localizacion y Funcién

Disferlina se encuentra ampliamente distribuida en el musculo esquelético,
corazoén y placenta. También se expresa, pero en menor cantidad, en cerebro, higado,
pulmodn, bazo, pancreas, rifiones y leucocitos (20, 47). En monocitos se cree que
puede modular la quimiotaxis y la adhesion celular (30, 47 - 49).

En el musculo esquelético disferlina se encuentra en sitios especificos segun las

funciones que realiza:

a. Sarcolema y vesiculas de transporte: Hasta ahora, la funcion mejor descrita de
disferlina es la reparacion del sarcolema dafiado por lesion mecanica (23, 50, 51).
Estas lesiones conllevan a la entrada masiva de Ca?" el cual gatilla el
reclutamiento de vesiculas ricas en disferlina en el sitio dafiado. Estas vesiculas se
fusionan entre si formando un “parche” que sella la ruptura (Figura 3) (52 - 54).

En ausencia de disferlina, el resellado se produce muy lentamente (4, 10).
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Figura 3. Esquema del mecanismo de reparacion de las membranas en el
musculo esquelético. A. Sarcolema intacto. B. Un dafo en el sarcolema permite la
entrada masiva de Ca’* hacia el espacio intracelular, lo que lleva al reclutamiento de
vesiculas que contienen disferlina. C. La fusidén entre vesiculas y la membrana que

permite el sellado de la disrupcién (54).

b. Red de Tubulos T: Disferlina se asocia a los canales de Ca?* tipo L presentes en
los tubulos-T y contribuye a la mantencién de la homeostasis de Ca?* (15, 21, 51,
55). Esto queda demostrado, cuando se observé que fibras maduras deficientes de
disferlina, luego de un estrés mecanico agudo, presentaron una homeostasis de
Ca?* alterada, dafio en la red de tubulos T (50), y una morfologia anormal (56).
También se ha demostrado que disferlina participa en el desarrollo y
mantenimiento de estas estructuras, pues se ha observado que una deficiencia de
disferlina provoca anormalidades ultraestructurales en los tubulos T primarios (15,

51, 55, 56).

Disferlina también se expresa altamente en la membrana de monocitos de la
sangre periférica, lo que al parecer se correlaciona con los niveles de disferlina en el
musculo esquelético, ya sea en pacientes sanos como en pacientes que, por

mutaciones causantes de distrofia, presentan deficiencia en esta proteina (57).

También se ha demostrado que disferlina cumple un rol en la estabilidad de la



membrana apical de los sinciciotrofoblastos, sugiriendo wuna funcion en el

mantenimiento de la placenta humana y en la prevencion de la preclamsia (58).

2.2.2 Proteinas asociadas a disferlina y sus funciones

La reparacién de las membranas es un proceso bastante complejo y que debe
ocurrir rapidamente. Para llevar a cabo la reparacién de la membrana, disferlina
interactlian con distintas proteinas a través de sus dominios C2. Entre las proteinas

que se asocian a disferlina se encuentran:

a. Mitsugumin 53 (MG53): Esta proteina estd involucrada en la reparacién de la
membrana plasmatica en diferentes tejidos. Ella media el reclutamiento de
disferlina y vesiculas a los sitios danados (7). Se ha informado que MG53 se asocia
al dominio C2A de disferlina (59). Este dominio C2A también permite la fusién de
lisosomas con la membrana plasmatica (60).

b. AHNAK: Esta proteina esta involucrada en la organizaciéon del citoesqueleto,
regulacion de los canales de Ca?* tipo L, reparacion de la membrana, trafico
vesicular y en el acoplamiento de la excitacion y contraccion del musculo
esquelético (61 - 64). Se ha demostrado que en ausencia de disferlina, los niveles
de AHNAK disminuyen drasticamente (65, 66).

c. Caveolina-3 (Cav-3): Se ha descrito que Cav-3 es otra proteina clave para el
mantenimiento de un buen resellado de la membrana pues recluta a disferlina
hacia los sitios dafiados en asociacion con MG53 (7, 67 - 69). También permite la
endocitosis de disferlina durante el proceso de reparacion (68).

d. Afixina (B parvina): Se ha sugerido que disferlina también interactia con
afixina, participando en la reorganizacion de la actina cortical, activando Racl a
través de los factores de intercambio interactivos a y B PAK (PIX) (70, 71).

e. Vinculina: Se ha descrito que junto a afixina permiten la union de disferlina con
integrinas apoyando su funcién en la reparacion de los sarcolemas dafiados (66,
72, 73).

f. a-tubulinas: Disferlina también interactla a través de sus dominios C2A y C2B
con a-tubulinas, permitiendo su transporte hacia los sitios de lesion del sarcolema
(17, 73).



g. Calpaina: Esta proteasa escinde a disferlina dando origen al péptido minidisferlina
(mDysf) (74), el que estd compuesto por los dominios C2F, C2G y la regidn
transmembranal de disferlina. Este péptido restaura la capacidad de reparar las
membranas de las fibras dafiadas de musculo esquelético en ausencia de disferlina
(74, 75). Calpaina induce la protedlisis de disferlina no sdlo en el musculo, sino
también en células endoteliales y astrocitos, entre otros (76). Si bien mDysf
restituye la reparacion de las membranas, no corrige el fenotipo propio de la
enfermedad. Esto sugiere que los otros dominios de disferlina son claves en otras
funciones musculares (75, 77).

h. Anexinas: Disferlina interacciona y colocaliza con AA1 y AA2 de una manera
dependiente de Ca?* en la membrana plasmatica de fibras musculares sanas,
accion que no se observa en el musculo deficiente de disferlina (78). Se sugiere
gue la interaccién entre disferlina y AA2 estd mediada a través de los dominios C2
N-terminales, sin embargo, se desconoce los dominios especificos que intervienen
en esta unién (73, 79 - 81).

Las anexinas son proteinas capaces de unirse a fosfolipidos cargados
negativamente de una manera dependiente de Ca2* (79, 82). Son conocidas por ser
proteinas multifuncionales debido a que poseen roles en distintos procesos, como son
la fusién de vesiculas con la membrana dafiada, el tréfico de membranas, el
remodelamiento del citoesqueleto de actina, procesos de endocitosis y exocitosis,
entre otras funciones (23, 79, 82 - 88). Algunas de estas funciones, incluyendo su
participacion en los procesos de reparacion de la membrana plasmatica, dependen de
la capacidad de algunas anexinas de crear microdominios de membrana que facilitan
las interacciones de proteinas con membranas (79, 86). En particular, a través de la
formacion de un complejo heterotetramérico con la proteina de union a Ca?*
relacionada a S100, S100A10, AA2 es capaz de promover un ambiente lipidico
propicio para proteinas del complejo de fusion SNARE al interactuar con los
fosfolipidos PIP2, PS, GM1 (monosialotetrahexosilgangliosido) y F-actina, permitiendo
el acoplamiento y fusién de las vesiculas con la membrana dafiada (23, 40, 78, 88)
(Figura 4).



== AnxA2 Exocytotic site
= S100A10
B AnxA2 tetramer

SNARE complex RS,

s+ PIP2
g GM1

Actin bundle

F-actin
Plasma
membrane

Lipid domain

Figura 4. Modelo esquematico de la participacion de AA2 (AnxA2) en procesos
de exocitosis. Se observa la generacion de los dominios lipidicos que permiten el
anclaje de la vesicula a la membrana plasmatica para permitir la exocitosis. Esto se
produce a través del complejo heterotetramérico formado por AA2 y S100A10 y la
interaccion de proteinas del complejo SNARE, PIP2 (fosfatidilinositol 4,5 bifosfato),

GM1 (monosialotetrahexosilgangliosido) en conjunto con F-actina (88).

A pesar de que se ha descrito que mDysf, parece suficiente para reparar la
membrana dafiada e interactia con AA2 de una manera dependiente de calcio, como
ya se menciond, no corrige el fenotipo distrofico de la enfermedad, sugiriendo que los
otros dominios C2 estarian involucrados en otras funciones igualmente importantes.
Tales funciones deberian estar mediadas por la interaccidn con otras proteinas. Por lo
tanto, se requieren de mas estudios que permitan entender la funcidon de los distintos
dominios de disferlina. En la figura 5 se muestra un esquema que resume las funciones

e interacciones de los distintos dominios C2.
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Figura 5. Esquema que muestra los posibles roles de los dominios de

disferlina y su asociacion con otras proteinas (Adaptada de 41).

2.2.3 Disferlina y Exocitosis

La exocitosis es el proceso clave por el cual las células se comunican entre ellas
y con los demas sistemas en un organismo. En el mulsculo esquelético, este proceso es
esencial para la insercién de proteinas en la membrana plasmatica, como es el caso del
transportador de glucosa GLUT4 (89, 90), y la secrecion de mioquinas (10, 11).

La exocitosis requiere varias etapas, las que incluyen la generacién de vesiculas
gue envuelven las moléculas que seran secretadas, la movilizacion de estas hasta la
membrana plasmatica, el remodelamiento del citoesqueleto y de lipidos que permite su
anclaje con la membrana, la fusidén de las bicapas de la membrana de la vesicula y la
membrana plasmatica, la formacion de un poro de fusién y su expansion que permite
la exposicion del lumen de la vesicula al exterior de la célula (91). De manera
interesante, se han reportado algunos hallazgos que sugieren la participacion de
disferlina en el proceso de exocitosis. En este contexto, se ha observado que la
deficiencia de esta proteina genera una acumulacion de vesiculas en areas
subsarcolémicas (18, 92, 93), lo cual podria deberse a vesiculas que no se fusionaron
con la membrana plasmatica. Por otro lado, se ha reportado que disferlina se asocia a
sintaxina-4 y SNAP-23, dos proteinas del complejo SNARE que forman parte de la

maquinaria de exocitosis de vesiculas que transportan GLUT4 (94 - 97) y de lisosomas



(60, 98) en el musculo esquelético. Con relacidén a ello, se ha observado que miocitos
carentes de disferlina exhiben una menor exocitosis de lisosomas (98), una secrecion
disminuida de citoquinas (99) y un trafico defectuoso de receptores (100). Mas
recientemente, Baez y colaboradores demostraron que la formacién de filamentos de
actina citoesqueletal, proceso necesario para la exocitosis de GLUT-4 en células del
musculo esquelético (101), estd disminuida en mioblastos deficientes de disferlina
(102).

Es digno también de mencionar que mDysf se asemeja estructuralmente a
sinaptotagmina, el sensor de Ca?* para la exocitosis de vesiculas secretoras en
neuronas y células endocrinas (77). Al igual que sinaptotagmina, mDysf posee dos
dominios C2 y una region transmembrana. La Figura 6 esquematiza la estructura de

sinaptotagmina y su interaccion con proteinas SNARE.
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Figura 6. Interaccion de sinaptotagmina con proteinas del complejo SNARE.
En la figura se evidencian sus dos dominios C2 citosdlicos y un dominio

transmembrana ubicado en una vesicula sinaptica (103).

En apoyo a todo lo antes expuesto, se ha demostrado recientemente en nuestro



laboratorio que mioblastos inmortalizados obtenidos de biopsias de pacientes con
disferlinopatias, presentan una reduccidon significativa del ndmero de eventos de
exocitosis, al ser comparados con una linea celular control, C25, proveniente de
musculo esquelético de un individuo sin miopatia declarada. No obstante, no se conoce
gue region de disferlina es necesaria para restituir la exocitosis. De acuerdo con datos
de Codding y colaboradores (98) tanto las regiones N- y C- terminal de disferlina
interactiian con las proteinas SNARE SNAP-23 y sintaxina-4, y promueven la fusién
entre vesiculas de una manera dependiente de Ca?*. Por lo tanto, en esta tesis de
magister se propone determinar la contribucién de dos regiones de disferlina, el N-
terminal (constituido por los dominios C2A, C2B, Ferl y C2C) y el C-terminal
(compuesto por los dominios C2D, C2E, C2F, C2G y la region transmembranal) en el

proceso de exocitosis en mioblastos humanos deficientes en disferlina.

Bajo la premisa de que disferlina cumple un rol en los procesos de exocitosis,
es que pretendemos resolver la siguiente pregunta: "éSon las regiones N- y C-
terminal de disferlina capaces de restituir el proceso exocitosis y Ila
distribucion de AA2 en células del misculo esquelético deficientes de esta

proteina?”.



3. HIPOTESIS

Tanto la regidon N-terminal, que contienen los dominios C2A, C2B, Ferl y C2C, como la
region C-terminal que incluye la region transmembranal mas los dominios C2D, C2E,
C2F y C2G de disferlina son capaces de restaurar la exocitosis y la distribucién de AA2

en mioblastos derivados de un paciente con disferlinopatia.

4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar si las regiones N- y C-terminal de disferlina contribuyen al proceso de
exocitosis y la distribucion de AA2 en mioblastos obtenidos de biopsia de musculo

esquelético de un paciente con disferlinopatia.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la contribucién de las regiones N- y C-terminal de disferlina a los

eventos de exocitosis en mioblastos obtenidos de paciente con disferlinopatia.
2. Estudiar la distribucién de AA2 en mioblastos humanos disferlinopaticos y sanos.

3. Determinar la contribucion de disferlina (completa) y sus regiones N- y C- terminal

a la distribucién de AA2 en mioblastos de paciente con disferlinopatia.



6. METODOLOGIA

Para un mayor entendimiento de cdmo se realizé esta tesis, la metodologia se
subdividié de acuerdo a cada objetivo especifico. Sin embargo, los aspectos generales

se detallan al comienzo.

6.1 ASPECTOS GENERALES

6.1.1 Lineas Celulares

Para este estudio, se utilizé como control la linea celular C25 (células donadas
por el Dr. Marc Bitoun, CNRS, Francia) correspondiente a mioblastos aislados desde
biopsias del musculo semitendinoso de un individuo sano de 25 afios. También se
utilizé la linea celular DYSF3 (donada por el Dr. Vincent Mouly de Institute de Myologie,
Hospital de la Salpetriere, Paris) que corresponde a mioblastos aislados desde el
musculo vasto lateral de una mujer de 36 afios que presenta la disferlinopatia
LGMD2B. Ambas lineas fueron inmortalizadas en el Instituto de Miologia de la
Universidad de Paris.

Las especificaciones de las lineas celulares que se utilizaran para este estudio se
detallan a continuacion (Tabla N1):

Tabla N1. Lineas celulares utilizadas y sus caracteristicas.

Nivel de Expresion

Musculo Paciente Mutacion de Disferlina
C25 Semitendinoso Ho;ware Mdusculo sano Expresién Normal
Exon 16:
C.1448C>A, Ausencia
DYSF3 Vasto Lateral Mujer 36 p.S483X
! ) (104)
Exon 55:
c.*107T>A, 3'UTR

6.1.2 Constructos y su amplificacion

Las lineas celulares (C25 y DYSF3) fueron transfectadas como se indica, con la

sonda IRAP-pHIluorin y con uno de los siguientes constructos, segun correspondiera en




cada objetivo planteado:

e Un constructo que contiene sélo la proteina GFP mCherry utilizada como control
(denominado mCherry),

e Un constructo que contiene la region N-terminal de disferlina que corresponde a
los dominios C2A, C2B, Ferl y C2C de disferlina fusionada a mCherry a través
de su extremo C-terminal (denominado C-Terminal).

e Un constructo que contiene la regién C-terminal de disferlina, que corresponde
a los dominios C2D, C2E, C2F, C2G y transmembrana (TM) de disferlina
fusionada a mCherry a través de su extremo N-terminal (denominado N-

Terminal).

Los constructos C- y N-terminal fueron disefiados en el laboratorio, y los ADN
fueron sintetizados por GenScript.

Por otra parte, se utilizd un plasmido que contiene disferlina completa, la cual
tiene unido el tag HA en el extremo C-terminal (plasmido 29767 de Addgene), donado

por la fundacién Jain (www.jainfoundation.org) (denominado Dysf-full).

La amplificacién de los ADN se realizdé a través de transformacién bacteriana,
utilizando la bacteria E. coli, cepa XL1-Blue. La purificacion se realizé a través del Kit
E.Z.N.A. Endo - Free Plasmid DNA Mini Kit II — Spin protocol. Finalmente, la medicién
de la concentracidn y pureza de los ADN se realizo a través de espectrofotometria UV-
Vis.

6.1.3 Cultivo Celular

Las lineas celulares DYSF3 y C25 se mantuvieron en medio de cultivo KMEM
compuesto por medio 199/DMEM (Life Technologies) y 20% de Suero Bovino Fetal
(SBF)(Gibco), fetuina a 25 pg/mL (Life Technologies), factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF) a 0,5 ng/mL (Life Technologies), factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Life Technologies) a 5 ng/mL, insulina 5 pg/mL (Sigma), y
dexametasona (Choongwae Pharma Corp) a 0,2 pg/mL, ajustado a un pH de 7,4. Los

cultivos celulares fueron mantenidos en una incubadora a 37°C, 100% de humedad y a


http://www.jainfoundation.org/

una presion atmosférica de 5% de CO?2.

6.1.4 Transfeccion de las lineas

Las células se sembraron en cubreobjetos tratados previamente con polilisina al
1% (Sigma), en medio de cultivo KMEM y se mantuvieron en una incubadora a 37°C,
100% de humedad y a una presidon atmosférica de 5% de COo.

Se realizé una transfeccién doble para los experimentos de medicién de
exocitosis y una transfeccion simple para los objetivos que involucran la distribucién de
AA2. Para medir la exocitosis se utilizé el constructo IRAP-pHluorina (donado por la
Dra. Jennifer Lippincott-Schwartz, Howard Hughes Medical Institute, Janelia Research
Campus Joshua Zimmerberg (National Instituted of Health, (USA)), junto con los
constructos que contienen la region N- o C-terminal de disferlina. Para los
experimentos de AA2 se utilizaron los constructos N- o C-terminal y disferlina
completa. Para llevar a cabo estos procedimientos, se utilizd Lipofectamina 2000

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.2 METODOLOGIA SEGUN OBJETIVOS.

6.2.1 Objetivo Especifico 1 (0.E.1): Determinar la contribucion de las
regiones N- y C-terminal de disferlina a los eventos de exocitosis en

mioblastos obtenidos de paciente con disferlinopatia.

Para llevar a cabo este objetivo, se procedidé a visualizar los eventos de
exocitosis que presentaba la linea celular DYSF3 a través de una doble transfeccién. Se
utilizd como reportero de exocitosis la aminopeptidasa regulada por insulina (IRAP)
fusionada a pHluorin. IRAP es una proteina que se encuentra en la membrana de
vesiculas de transporte (105 - 109), mientras que pHluorin, es una proteina
fluorescente verde (GFP) sensible a pH. Asi, cuando el lumen de la vesicula que tienen
un pH de ~5.0-6.0, entra en contacto con el medio extracelular y aumenta el pH,

IRAP-pHluorin emite la fluorescencia (109) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema explicativo que ilustra el comportamiento del reportero
IRAP-pHIuorin, que al entrar en contacto con el medio extracelular de pH 7.4

emite fluorescencia (109).

Para monitorear la exocitosis, las células fueron mantenidas a temperatura
ambiente en solucién Tyrode, la cual contiene NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, MgCl> 1mM,
CaCl> 1.8 mM, Na;HPO4 0.2 mM, NaHCOs3 12 mM, Glucosa5.5 mM, 310 mOsm. Luego,
la exocitosis fue inducida con ionomicina 1 uM, el cual fue agregado a los 30 segundos
de comenzado el registro. Las muestras fueron observadas en un microscopio invertido
(Eclipse Ti-E, Nikon, Tokio, Japdn) que posee acoplado un sistema de adquisicion de
epifluorescencia, y un objetivo de inmersion en aceite TIRF APO 60x/1.49 A.N. (Nikon,
Tokyo, Japén) para reflexion interna total (TIRF). Para la excitacién del fluoroforo del
constructo IRAP-pHluorin se utilizé un laser de 488 nm (Coherent, Santa Clara, CA) y
para la excitacion de los constructos que contienen mCherry se utilizé un laser de 545
nm (Coherent, Santa Clara, CA).

Para los registros, se obtuvieron videos de 3 minutos de duracién con
adquisicién de imagenes cada 300 ms con una camara digital C11440 (ORCA-FLASH
2.0; Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, Japan) y el programa NIS-Element
viewer 4.3 (Nikon, Tokyo, Japan). Los videos se exportaron en formato AVI y se
analizaron con el software Imagel.

El analisis de los videos se llevo a cabo a través de un software personalizado,
Anaconda, que discrimina las sefiales fluorescentes de los eventos de exocitosis de

aquellos que no lo son, eliminando el background y el ruido (con 8 DS). De esta



manera, los eventos fueron seleccionados a través de una regién de interés (ROI) que
tuviesen un tamafio de 2 pixeles de didametro, obteniéndose los perfiles de
fluorescencia correspondientes (Figura 8), desde los cuales se recogieron 5 parametros

distintos:

1. Numero de Eventos.

2. Tiempo de latencia: Corresponde al tiempo en que se llega al punto maximo de
fluorescencia; indica el tiempo que demora la vesicula en fusionarse con la
membrana después del estimulo (Figura 8B. 4 - a).

3. Amplitud: Corresponde a la altura de la espiga, y esta determinada por la
intensidad maxima de fluorescencia del evento. Por tanto, este dato se
encuentra normalizado con respecto a la fluorescencia basal del registro. Este
parametro puede indicar la cantidad de IRAP-pHluorin presente en la vesicula
y/0 qué tan expuesta al medio extracelular esta sonda queda frente al estimulo
(Figura 8B. a - b).

4. Tiempo de permanencia (dwell-time): Se refiere al tiempo en que la membrana
interna de la vesicula permanece expuesta al medio extracelular antes de su
internalizaciéon (110, 111). En la espiga corresponde al tiempo que va desde la
maxima intensidad de fluorescencia hasta antes de la fase de caida (Figura
8B.b.).

5. Duracién: Tiempo en el cual la fluorescencia estd por sobre el nivel basal

(Figura 8B. a - ¢).
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Figura 8. Esquema explicativo de la seccion metodolégica 6.2.1. A. Captura en
microscopia TIRF de la fluorescencia de una célula DYSF3 en la cual se indujo
exocitosis. Barra=10 um. B. Perfil de fluorescencia representativo obtenido desde la
circunferencia de A. La cabeza de flecha roja indica el momento en que la célula fue
estimulada. a. Se observa un aumento abrupto en la fluorescencia, lo que indica la
fusioén de la vesicula con la membrana plasmatica y la apertura del poro de fusion. Esto
produce el punto maximo de fluorescencia del reportero IRAP-pHluorin. b. El lumen de
la vesicula se encuentra expuesto al medio extracelular. c. La caida de la fluorescencia
refleja la recaptura y reacidificacion de la vesicula. Desde la cabeza de flecha roja
hasta a. se obtiene el parametro "Tiempo de latencia”. Durante b. se calcula el
parametro “"Tiempo de permanencia”, tiempo que la membrana interna de la vesicula
permanece expuesta al medio extracelular (110, 111). La “amplitud” corresponde a la
intensidad méxima de fluorescencia del evento. b. La duracion se obtiene desde a.
hasta que finaliza c. Los esquemas pequefios en B indican el estado del evento de
exocitosis registrado en A. El recuadro en el panel B ilustra las distintas etapas en un

evento de exocitosis y los cambios de pH en la vesicula.



6.2.2 Objetivo Especifico 2 (0.E.2): Estudiar la distribucion de anexina A2 en

mioblastos humanos disferlinopaticos y sanos.

Para determinar la colocalizacion de AA2 con actina se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia incubando los mioblastos en tampdn KGEP (Glutamato K* 139 mM
(Sigma-Aldrich), pipes 20 mM (Sigma-Aldrich), EGTA 5mM (Sigma-Aldrich), y ATP
Mg?* 2 mM (Sigma-Aldrich), pH 6,6 en presencia de G-actina conjugada con Alexa
Fluor 488 0,3 pM (Thermo Fisher Scientific), digitonina 20 uM (Sigma-Aldrich) y 10 uM
de Ca?* libre (112, 113), junto a un anticuerpo anti-AA2 (Santa Cruz Biotechnology) y
el anticuerpo secundario conjugado CY3 goat anti-rabbit (H+L) (Jackson

Immunoresearch) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de la metodologia utilizada en O.E.2. Se muestra el
procedimiento experimental llevado a cabo, en donde las células son permeabilizadas
con tampon KGEP con la utilizacion de G-actina en verde, para posteriormente
realizarles una inmunotincién con un anticuerpo fluorescente rojo para AA2. Luego, las

muestras son fotografiadas para finalmente llevar a cabo los andlisis pertinentes.



6.2.3 Objetivo Especifico 3 (0.E.3): Determinar la contribucion de disferlina
(completa) y de sus regiones N- y C- terminal a la distribucion de AA2 en

mioblastos de paciente con disferlinopatia.

La linea celular DYSF3 fue transfectada con los constructos Dysf-full, N-terminal
y C-terminal con el fin de estudiar la distribucion de AA2. Las células transfectadas,
fueron permeabilizadas con digitonina 20 yM en tampdén KGEP en presencia de 10 uM
de Ca?* junto al anticuerpo primario anti-AA2 vy la utilizacion del anticuerpo secundario

conjugado CY2 goat anti-rabbit (H+L) (Jackson Immunoresearch) (Figura 10).
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Figura 10. Esquema de la metodologia experimental utilizada en O.E.3. Se
observa el procedimiento llevado a cabo, en donde las células en una primera instancia
son transfectadas con los distintos constructos (en rojo debido a la etiqueta mCherry),
tratadas con solucién KGEP, para posteriormente realizar una inmunotincion para AA2.

Las muestras son fotografiadas para su posterior analisis.

Las observaciones de estos dos objetivos especificos se llevaron a cabo a través
de la toma de microfotografias adquiridas desde un microscopio confocal, capturadas
en el plano ecuatorial, analizadas y procesadas a través del sofware Image J (NIH,
USA). La colocalizacidn, ya sea entre AA2 y actina o AA2 y los distintos constructos
utilizados, se llevd a cabo a través del coeficiente de correlacidon de Pearson obtenido
mediante el plugin “coloc2” del mismo software. El analisis de colocalizacién entre las
proteinas de interés, se realizd a través de 3 regiones celulares: membrana
plasmatica, citoplasma y nucleo, y se compard a través de la construccion de un

grafico que indica el coeficiente de correlacién de Pearson en cada caso. El analisis de



distribucién de AA2 se realizé mediante el marcaje del area total de la célula versus el

area citoplasmatica y se graficé la razén de la fluorescencia emitida por AA2 en dicha

area.

6.3

ESTADISTICA

Para los analisis estadisticos de los datos, se utilizd el software GraphPad Prism

6.0. Para ello, se hizo un muestreo aleatorio de las células en cada cultivo:

a.

b.

Anaélisis de distribucién y colocalizacion de AA2: Se utilizé un minimo de 10 células
por cada condicion de al menos tres cultivos diferentes. Se aplicd la prueba
estadistica de normalidad Shapiro Wilk. Para los datos con distribucién paramétrica
se utilizo el test de ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples
de Turkey, como post-hoc. La prueba paramétrica t-test fue utilizada cuando se
compararon dos poblaciones independientes. Para los datos con distribuciéon no
paramétrica se utilizd el test Kruskal Wallis, seguido del test de comparaciones
multiples de Dunn. La prueba no paramétrica Mann Whitney se empled para
comparar dos poblaciones independientes. Los datos se presentan como medias +

el error estandar.

Anadlisis de los eventos de exocitosis: Debido a que solo puede utilizarse una célula
por cubreobjeto, se analizaron por lo menos 10 células de tres cultivos diferentes.
En ellas se estudiaron distintos parametros de los eventos de exocitosis. Al igual
gue en el caso anterior, se aplicaron las mismas pruebas de normalidad y analisis

segun fuese necesario. Los datos se presentan como medias % el error estandar.
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7. RESULTADOS

7.1 OBJETIVO ESPECIFICO 1 (O.E.1): Determinar la contribucién de las

regiones N- y C-terminal de disferlina en los eventos de exocitosis.

En estudios anteriores del laboratorio de la Dra. Ana Maria Cardenas, se
observd una diminucidon en el nimero de eventos de exocitosis en distintas lineas
celulares musculares provenientes de pacientes con disferlinopatia, en comparaciéon a
una linea celular control, proveniente de musculo esquelético de un paciente sano
(datos no publicados). Por lo tanto, nos propusimos determinar si la transfeccion con
los constructos de disferlina ya mencionados (N y C-terminal) eran capaces de restituir
la exocitosis en la linea celular DYSF3. Utilizando IRAP-pHluorin como reportero, se
adquirieron videos de 180 segundos, en los cuales los primeros 30 segundos
corresponden a un estado de reposo (utilizado para la normalizacién de los eventos
inducidos por el estimulo) y los 150 segundos restantes a un estado de estimulaciéon
con ionomicina 1 pM. A partir de estos videos se analiz6é el patrén de los eventos y
distintos pardmetros incluyendo el nimero de eventos de exocitosis, el tiempo de
latencia, la amplitud de las espigas de fluorescencia, el tiempo de permanencia y la
duracion de cada evento. Los ultimo cuatro parametros analizados, se midieron solo en
eventos del tipo transitorio. Experimentos controles incluyeron estimulacion con DMSO

(vehiculo de ionomicina).

La linea celular DYSF3 presenta 2 patrones de eventos de exocitosis:
transitorios y persistentes. Los eventos del tipo transitorios son aquellos que poseen
un aumento abrupto de la fluorescencia el que vuelve rapidamente a niveles de
fluorescencia basales; al parecer la membrana de la vesicula es rapidamente
internalizada después de la exocitosis (114 - 116) (Figura 11A). En los eventos del tipo
persistente el nivel de fluorescencia aumenta, y se mantienen altos a lo largo del
registro, se ha propuesto que la membrana de la vesicula permanece en la membrana

plasmatica sin ser internalizada, al menos durante el registro (116) (Figura 11B).
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Figura 11. Patrones de eventos de exocitosis observados en mioblastos
DYSF3. A. Eventos del tipo transitorios. B. Eventos del tipo persistentes. Ambos se

muestran junto con su perfil de fluorescencia caracteristico.

En la Figura 12A se muestran, en graficos de torta, el porcentaje de eventos
transitorios y persistentes en las condiciones de reposo y de estimulacion con
ionomicina, segun los distintos constructos utilizados. Los mioblastos no presentan
diferencias significativas entre el nUmero de eventos transitorios o persistentes bajo
una condicién de reposo o de estimulacién con ionomicina (Figura 12B y 12C,

respectivamente). Tampoco se observan diferencias significativas entre los
constructos.
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Figura 12. Comparacion de los eventos transitorios y persistentes de
mioblastos DYSF3. A. Cuantificacion en porcentajes de los eventos del tipo
transitorios y persistentes por um? cuando son o no estimuladas con ionomicina. B.
Comparacion de los eventos transitorios y persistentes en las células DYSF3 que
expresan los distintos constructos, en reposo (*p<0.05; test ANOVA de una via y test
de Turkey como post-hoc). €. Comparacion de los eventos transitorios y persistentes
en las células DYSF3 que expresan los distintos constructos, estimuladas con
ionomicina (*p<0.05, **p<0.001; test Kruskal Wallis y test de Dunn como post-hoc).

El numero de células analizadas se muestran sobre las barras.



a) Numero de Eventos:

Al comparar la exocitosis antes versus durante la estimulacién en las células
DYSF3, se encontré que ionomicina 1 gM aumenta significativamente el nimero de
eventos en células que expresan los constructos mCherry y C-terminal (p<0.001 y
p<0.01, respectivamente;), pero no en aquellas transfectadas con el constructo N-
terminal (p<0.05) (Figura 13). Estos resultados indican que el N-terminal y el C-
terminal de disferlina no son suficientes para restaurar la exocitosis en los mioblastos

DYSF3, incluso el constructo N-terminal parece disminuirla.
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Figura 13. Numero de eventos de exocitosis totales antes y durante el estimulo con
Ionomicina 1 uM. Las barras negras corresponden a la condicion de reposo (antes del
estimulo) y las barras rojas a la condicion de estimulacion. El numero de células
analizadas se muestran sobre las barras. ***p<0.001, **p<0.01, test de Mann

Whitney.



b) Tiempo de latencia:

Al comparar los tiempos de latencia en las células DYSF3 en las diferentes
condiciones de transfeccién o estimulacién no se observan diferencias significativas
(Figura 14). De esta manera, los constructos de disferlina parecen no influir en el

tiempo requerido para que se active la exocitosis.
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Figura 14. Tiempo de latencia de los eventos de exocitosis del tipo transitorios. A.
Tiempos latencia de células expresando los distintos constructos en condiciones de
reposo (barras negras), control DMSO (barras grises) o estimulacion con ionomicina
(barras rojas). B. Comparacion del tiempo de latencia en células estimuladas con
ionomicina. El numero de células analizadas se muestran sobre las barras. No se
encontré diferencias significativas (test ANOVA de una via seguida de test de

comparaciones multiples de Turkey como post-hoc).



c) Amplitud de las espigas de fluorescencia:

Con respecto a este parametro, no se observan diferencias significativas en
ninguna de las condiciones estudiadas en mioblastos que expresan los distintos
constructos (Figura 15). Por lo tanto, los constructos de disferlina no afectan la

amplitud de las espigas.
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Figura 15. Amplitud de las espigas de fluorescencia. A. Amplitud de las espigas en
células expresando los distintos constructos en condiciones de reposo (barras negras),
control DMSO (barras grises) o estimulacion con ionomicina (barras rojas). B.
Comparacion de la amplitud de las espigas en células estimuladas con ionomicina. El
numero de células analizadas se muestran sobre las barras. No se encontraron
diferencias significativas (test ANOVA de una via seguida por el test de comparaciones

mdltiples de Turkey).



d) Tiempo de permanencia:

No se observan diferencias significativas en el tiempo de permanencia al comparar las
situaciones de reposo, DMSO o estimulacién con Ionomicina (Figura 16A) en
mioblastos que expresan los distintos constructos. Al comparar mioblastos que
expresan mCherry, N-terminal o C-terminal sélo en la condicion de estimulacién
tampoco se observa diferencias significativas (Figura 16B). Por lo tanto, los
constructos de disferlina no tuvieron efectos sobre el tiempo de permanencia de las

vesiculas en la membrana plasmaética.
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Figura 16. Tiempo de permanencia. A. Tiempos de permanencia en células
expresando los distintos constructos en condiciones de reposo (barras negras), control
DMSO (barras grises) o estimulacion con ionomicina (barras rojas). No se observan
diferencias significativas en ninguno de los casos. B. Comparacion del tiempo de
permanencia en células estimuladas con ionomicina. El numero de células analizadas
se muestran sobre las barras. No se encontraron diferencias significativas (Test ANOVA

de una via seguido del test post-hoc comparaciones multiples de Turkey).



e) Duracion de los eventos:

Los constructos mCherry y N-terminal de disferlina no afectan de manera
significativa la duracion de los eventos al compararios con las condiciones de reposo o
DMSO (Figura 17A). Sin embargo, la duracidon de los eventos en mioblastos que
expresan C-terminal aumenta cuando son estimulados con ionomicina con respecto al
control DMSO. No se observan diferencias significativas en la duracién de los eventos
inducidos por ionomicina entre mioblastos que expresan mCherry, N-terminal y C-
terminal (Figura 17B). Se concluye que los constructos de disferlina no provocan

cambios en la duracién que tuvieron los eventos de exocitosis.
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Figura 17. Duracion de los Eventos de Exocitosis. A. Duraciéon de los eventos
transitorios en células expresando los distintos constructos en condiciones de reposo
(barras negras), control DMSO (barras grises) o estimulacién con ionomicina (barras
rojas). B. Comparacion de la duracion de los eventos en células estimuladas con
ionomicina. El numero de células analizadas se muestran sobre las barras. No se
encontraron diferencias significativas (test ANOVA de una via seguido de test de

comparaciones multiples de Turkey como post-hoc).



7.2 OBIJETIVO ESPECIFICO 2 (0.E.2): Estudiar la distribucién de Anexina A2

en mioblastos humanos disferlinopaticos y sanos.

El remodelamiento del citoesqueleto de actina es un proceso clave para la
exocitosis (117), y AA2 es una proteina implicada en este proceso (79, 81, 83, 85).
Por esto se propuso comparar los cambios en la distribucidn de esta anexina en los
mioblastos C25 y DYSF3. Para llevar a cabo este objetivo, se analizé la distribucién del
imunomarcaje de AA2 y su colocalizacién con filamentos de actina formados en

presencia de 10 uM de Ca?* en las células permeabilizadas.

En la figura 18A se observa una imagen, adquirida en microscopia confocal, del
inmunomarcaje de AA2 (en rojo) y de filamentos de actina (en verde). La fusién de las
imagenes muestra colocalizacién de AA2 con filamentos de actina en mioblastos C25,
pero no en los mioblastos DYSF3, en donde AA2 posee una mayor localizacidon nuclear
y perinuclear que citoplasmatica. Esta observacién se complementa con los perfiles de
fluorescencia de la figura 18B. El analisis de correlacion de Pearson también indica
colocalizacion entre AA2 y filamentos actina en los mioblastos C25, pero no en los
mioblastos DYSF3 (C25: 0.65+0.04; DYSF3: 0.34+0.03) (Figura 18C).

Con la finalidad de identificar la regidén de la célula con mayor colocalizacion de
AA2 con filamentos de actina, se realizd un analisis por regiones (membrana
plasmatica, citoplasma y nucleo) en una muestra representativa compuesta por el 30%
de las células utilizando una eleccién aleatoria de células (118). En base a este analisis
se encontré una colocalizacién significativa de AA2 con filamentos de actina en la
region que comprende la membrana plasmatica de los mioblastos C25 (Coef. Pearson
= 0.63). No obstante, este analisis indica que no hay colocalizacion en el citoplasma y
nucleo (Coef. Pearson: 0.43 y 0.35 respectivamente). En los mioblastos DYSF3, no se
observa correlacion en ninguna de las regiones, con coeficientes de Pearson de 0.50,
0.38 y 0 para la membrana plasmatica, citoplasma y nucleo, respectivamente (Figura
18D). Con este analisis se concluye que AA2 colocaliza con filamentos de actina en los
mioblastos C25, pero no en los mioblastos DYSF3 (Figura 18D). Por otra parte,
comparamos la razén de distribucién de AA2 en citoplasma versus el area total celular.

Se encontrd una razon citoplasma/area total de 0.80+0.02 en los mioblastos C25, y de



0.60+0.03 en los mioblastos DYSF3 (Figura 18E). De esta manera se puede concluir
gue los mioblastos humanos disferlinopaticos DYSF3 presentan una menor distribucion
citosdlica de AA2 y menor colocalizacion con filamentos de actina, en comparacién a

los mioblastos control C25.
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Figura 18. Distribuciéon de AA2 en mioblastos deficientes de disferlina versus
mioblastos control. A. Inmunofluorescencia de AA2 (rojo) y filamentos de actina
(verde) en mioblastos controles C25 y deficientes en disferlina DYSF3. Los paneles de
la derecha muestran la fusion de ambas fluorescencias. Los recuadros mas pequefos
muestran un enfoque cercano en distintas zonas: N: Nucleo, C: Citoplasma y M:
Membrana plasmatica. Barra = 20 um. B. Perfiles de fluorescencia en las células C25
(panel superior) y DYSF3 (panel inferior) correspondiente a la linea blanca punteada
mostrada en los paneles de la derecha en el panel A. C. Coeficiente de correlacion de
Pearson realizado en 56 células C25 y 54 células DYSF3 (****p<0.0001; t- test). D.



Coeficiente de correlacion de Pearson por regiones: Membrana plasmatica, citoplasma,
y nucleo celular en 17 células C25 y 16 células DYSF3 (****p<(0.0001; ***p<0.001;
test de Kruskal Wallis, post-hoc test de Dunn). E. Razon de distribucion de AA2 en
citoplasma versus el total celular en 56 células C25 y 54 células DYSF3 (*p<0.05; t-
test).

7.3 OBJETIVO ESPECIFICO 3 (O.E.3): Determinar la contribuciéon de
disferlina (completa) y de sus regiones N- y C- terminal en la

distribucion de Anexina A2 de la linea mutante.

En este objetivo investigamos si disferlina restablecia la distribucién de AA2 en
las células DYSF3. También se analiz6 la contribuciéon de las regiones N- y C- terminal
en este proceso. Para ello, las lineas celulares fueron transfectadas con el plasmido
Dysf-full y con los constructos N- y C- terminal. Posteriormente se repitid la
inmunofluorescencia en presencia de 10 uyM de Ca?".

En la Figura 19A se muestran imagenes de la inmunofluorescencia realizada
luego de las transfecciones. La Figura 19B muestra los correspondientes perfiles de
fluorescencia. Se puede observar que la expresion de Dysf-Full en DYSF3 cambia el
patron de distribucion de AA2 apreciandose en menor cantidad en el area nuclear y
pequefias acumulaciones perinucleares. Por otro lado, al transfectar los mioblastos C25
con Dysf-Full también cambia la distribucion de AA2, siendo similar a la observada en
la linea deficiente de disferlina (Figura 19, paneles Dysf-Full). La expresion de los
constructos N- y C- terminal de disferlina no provocan cambios visibles en la
distribucion de AA2, con respecto a la expresion de mCherry (Figura 19A, paneles
DysfN y DysfC).
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Figura 19. Distribucion de AA2 en mioblastos que expresan los diferentes

constructos de disferlina. A. Inmunofluorescencia de AA2 (verde) con los



constructos Dysf-full, mCherry, N- y C-terminal (DysfN y DysfC) (en rojo) en
mioblastos C25 y DYSF3. Los paneles de la derecha muestran la fusién de ambas
fluorescencias. Los recuadros mas pequefos muestran un acercamiento de las zonas
indicadas en el panel de la derecha (N: nucleo, C: citoplasma, M: membrana
plasmatica). Barra = 20 um. B. Perfiles de fluorescencia correspondientes a linea

segmentada en A.

Para cuantificar estos resultados, se incluyé una situacidon control, MOCK, que
corresponde a células que fueron tratadas con los reactivos de transfeccion, pero en
ausencia de los constructos. Como se muestra en Figura 20, se analizé la distribucién
de AA2 en el citoplasma con respecto a su distribucion en toda la célula (razén
citoplasma/area total celular de la intensidad de fluorescencia que emitia AA2). La
razén citoplasma/area total de AA2 en mioblastos DYSF3 fue de 0.64+0.03 (Figura
20A). Esta razén aumenta significativamente en los mioblastos DYSF3 que expresan
Dysf-Full (0.76+0.03), llegando a niveles similares a los observados en las células C25
(0.81+0.02). Por el contrario, y de manera interesante, la sobreexpresion de Dysf-Full
en las células C25 disminuye significativamente la razon citoplasma/area total celular
de AA2 (0.46%0.03). Por otra parte, la expresion de los constructos N- y C-terminal de
disferlina no cambian significativamente la distribucion de AA2 (razoén citoplasma/area
total de AA2 de 0.68+0.02, 0.70+0.04, 0.74+0.05 y 0.77+0.02 para MOCK, mCherry,
N-terminal y C-terminal, respectivamente) (Figura 20B). Por lo tanto, a diferencia de la
disferlina completa, las regiones N-terminal y C-terminal de disferlina no restauran la
distribuciéon de AA2 en los mioblastos DYSF3.

Por otro lado, no se observa colocalizaciéon de los constructos mCherry, N-
terminal y C-terminal con AA2; los valores del coeficiente de correlacién de Pearson

fueron todos menor a 0.5 (Tabla N2).
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Figura 20. Distribucion de AA2 en mioblastos que expresan los distintos

constructos de disferlina. A. Comparacion de la distribucion de AA2 en células que

no expresan (MOCK) o expresan Dysf-Full (****p<0.0001, t-test). B. Comparacion de

la distribucion de AA2 en mioblastos que no expresan o expresan los constructos N- o

C-terminal. No se encontraron diferencias significativas (Test ANOVA de una via

seguido de test de Turkey como post-hoc).

Tabla N2. Tabla que indica los coeficientes de correlacion de Pearson de los distintos

constructos utilizados en este estudio versus la AAZ2.

Dysf Full Cherry Dysf Full Cherry N-Terminal [ C-Terminal
C. Pearson 0.402 0.366 0.202 0.376 0.287 0.178
n 39 17 37 45 22 45




8. DISCUSION

Las disferlinopatias son un grupo de distrofias musculares de caracter
hereditarias causadas por mutaciones en el gen que codifica para disferlina, proteina
localizada en el sarcolema de células del muasculo esquelético, en donde posee una
funcién reparadora de esta estructura debido a los dafios mecanicos de origen natural
(51, 52). Dos fenotipos de estas distrofias son la miopatia distal de Miyoshi y la
distrofia muscular de cinturas tipo 2B. La calidad de vida de los pacientes que padecen
esta enfermedad se afecta a una edad temprana. Muchos de ellos terminan postrados,
y deben depender por completo del cuidado de otras personas debido a que para estas
afecciones no hay una cura establecida. Desentrafar el mecanismo que subyace a esta
enfermedad vy la identificacion de regiones de la proteina implicadas permitird no sélo
esclarecer las funciones de esta proteina, sino también dara pista para encontrar

nuevas estrategias terapéuticas.

En esta tesis de magister se propuso estudiar los efectos que poseen 2
dominios N- y C- terminal de disferlina, y la disferlina completa (Dysf-full), en la linea
celular DYSF3 obtenida de musculo esquelético de un paciente con disferlinopatia
(104). Considerando el hallazgo de nuestro laboratorio, el cual indica que los
mioblastos DYSF3 presentan una disminucién en el nUmero de eventos de exocitosis
(datos no publicados) se decidié investigar si los dominios N- y C- terminal eran
capaces de revertir este defecto. Ademas, se estudido como tales regiones de disferlina
contribuian a la distribucién de AA2, proteina que juega un rol importante en la
exocitosis (85), y que presenta una distribucidon alterada en los mioblastos DYSF3
(101).

8.1 Las regiones N- y C-terminal de disferlina no restauran, por si solas, la

exocitosis en mioblastos DYSF3.

En esta tesis se esperaba que las regiones N- y/o C-terminal de disferlina
tuviesen una contribucién en la recuperacién de la exocitosis disminuida en la linea

celular DYSF3. Nuestra hipdtesis se basaba en la capacidad de estas regiones de



favorecer la fusién de liposomas in vitro (93). Sin embargo, nuestra hipétesis no se
cumplid. Por el contrario, la expresion de la region N-terminal en los mioblastos DYSF3
parece disminuir la exocitosis dependiente de Ca?*, ya que a diferencia de la expresion
de mCherry o de la regiéon C-terminal, no aumenta el nimero de eventos inducidos por
ionomicina, con respecto a la situacién de reposo (Figura 13). Una explicacién para
estos resultados podria ser que estas regiones requieran estar asociadas para
restablecer la exocitosis. Por ejemplo, el constructo N-terminal de disferlina esta
compuesta por los dominios C2A, C2B, Ferl y C2C de disferlina sin poseer un dominio
de transmembrana, a diferencia del constructo C-terminal, el cual si lo posee. Se sabe
que los distintos dominios C2 de disferlina exhiben diferentes afinidades por Ca?*, con
valores de Kd que van de 1.5 a 1000 uM (35). La concentracion de Ca?* citosolico en
reposo varia de 50 a 100 nM, y puede aumentar 20 veces frente a un estimulo en el
musculo esquelético (119). El dominio C2B de sinaptotagmina-1, el sensor de Ca*?
para la exocitosis sincrénica en neuronas, tiene una Kd por Ca*? cercana a los 200 uM
(120). El dominio C2A de disferlina presenta dos sitios uniéon a Ca?* con Kd de 3.7 +
0.7 y 80 £ 2 uM, y el dominio C2C también posee dos sitios de unién Ca?* con Kd de
1.5uyMy 178.2 £ 12.2 pyM. Los otros dominios C2 de disferlina tienen sitios que sensan
Ca?* a mayores concentraciones (35). Por otra parte, el dominio C2A, a diferencia de
los otros dominios, presenta alta afinidad por PS y PIP2 (36, 37, 38), fosfolipidos que
juega un papel importante en la exocitosis (121, 122). Por lo tanto, los dominios C2A y
C2C podria jugar un papel importante en la exocitosis, pero quizas ellos deben estar

asociado a una region de membrana.

En sus estudios Codding y colaboradores (98) demostraron que constructos de
disferlina similares a los utilizados en esta tesis eran capaces de acelerar la fusidén de
liposomas de una manera dependiente de SNAREs y Ca?*. Sin embargo, esos
experimentos fueron realizados en presencia de Ca?* en una concentracion de 500 uM.
Por lo tanto, habria que estudiar la contribucién de los diferentes dominios C2 a la

exocitosis inducida por diferentes concentraciones de Ca?* citosdlico.



8.2 La distribucion de AA2 se ve alterada en mioblastos humanos

deficientes o con sobreexpresion de disferlina.

Existe una relaciéon funcional entre AA2, disferlina y filamentos de actina
durante la restauracién del sarcolema (4, 41, 52, 75, 79, 81, 123, 124). En nuestro
objetivo especifico 2 se demostré que los mioblastos DYSF3 y C25 exhiben diferencias
importantes en la distribucién de AA2, coincidente con lo reportado por Lennon y
colaboradores en 2003 (79). La importancia de disferlina en la distribucién de AA2 se
ve reforzada al expresar disferlina completa (Dysf-full) en los mioblastos DYSF3,
observandose un aumento en la distribucién citosélica de AA2 (Figura 20A). En cambio,
la expresidn de disferlina completa en la linea control C25 disminuyé significativamente
la distribucion citosdlica de AA2. Estos resultados nos indican que un aumento en el
nivel de expresién de disferlina también es capaz de alterar la distribucién de AA2 y
acercarla al patron aberrante observado en la condicion de disferlinopatia. Glover vy
colaboradores en el afio 2010 (125) reportaron que una sobreexpresion de disferlina
en ratones produce una distrofia progresiva no necrética. En esos animales trangénicos
hDYSF Tg la expresion de disferlina estd aumentada por sobre 30 veces. A nivel
celular, los analisis ultraestructurales indican que la integridad de la membrana
plasmatica se conserva, sin embargo, la expresion de AA2 estd aumenta 5.6 veces por

sobre lo observado en una condicién normal (Figura 21) (125).
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Figura 21. Analisis densitométrico de la intensidad de las bandas de proteinas
obtenidas de musculo esquelético y analizadas mediante Western Blot
normalizadas a B-tubulina. Los valores estan expresados con respecto a los niveles

de expresion de proteinas del ratén salvaje (WT). Los datos corresponden a las medias



+ error estandar (*p<0.05; ** P <0.01; *** P <0.001, prueba t no emparejada).

Adaptacion de la figura 4C del estudio de Glover y colaboradores (125).

Se ha sugerido que los dominios C2 N-terminales de disferlina interactian con
AA2 para promover la reparacidon de la membrana plasmatica danada (73, 79 - 81).
Cuando determinamos qué region de disferlina estaba implicada en la reorganizacién
de la distribucidn de AA2, no se observaron diferencias significativas entre mioblastos
que expresaban las regiones N- o C- terminal de disferlina, con mCherry o el control
MOCK. Sin embargo, al comparar con la prueba de t-test se pudo observar que la
razén de distribucién de AA2 en mioblastos que expresaban la region C-terminal, era
significativamente diferente a la situacion MOCK perteneciente a la situacion deficiente
de disferlina (p<0.05). Por lo tanto, no se puede descartar que el dominio C-terminal
podria contribuir en algln grado a la regulacién de la distribucién de AA2 y requerir de
algun dominio de la regiéon media de disferlina, la cual no fue incluida en este estudio.
Sin embargo, tampoco podemos descartar que los distintos dominios C2 de disferlina
actian de manera cooperativa y complementaria y que por ello no se observaron
cambios en la distribucion de AA2 al utilizar el dominio N-terminal, como se podria
esperar dada la interaccion sugerida en otros trabajos (73, 79 - 81). Por lo tanto, mas

estudios deberian realizarse para poder esclarecer este mecanismo.

Por otro lado, también se observé que en los mioblastos C25 habia una
colocalizacion entre AA2 y filamentos de actina, que no era observada en los
mioblastos DYSF3, evento que se producia mayoritariamente en las zonas
correspondientes con la membrana plasmatica (Figura 18D). Nuestros resultados se
correlacionan con lo anteriormente reportado por Hayes y colaboradores en el afio
2006, pues ellos indican que AA2 colocaliza con actina en zonas de remodelamiento
activo del citoesqueleto (126). En la membrana plasmatica se encuentra el
citoesqueleto cortical celular que estd activamente remodeldndose para desempenar
importantes funciones celulares como lo son la exocitosis y el trafico vesicular, entre
otros (127 - 129). El hecho que en mioblastos DYSF3 no se observe dicha
colocalizacion, podria explicar una asociacién de los roles de disferlina en el
remodelamiento del citoesqueleto de actina (101) y la distribucién de AA2. Sin

embargo, se requieren investigaciones adicionales para demostrar este mecanismo.



9. CONCLUSIONES

Como conclusiones de este trabajo, se tiene lo siguiente:

1. Las regiones N- o C- terminal de disferlina, por si solas, no restablecen la
exocitosis de mioblastos DYSF3. No obstante, estudios adicionales son requeridos
para determinar su contribucién a este proceso celular.

2. La distribucién de AA2 estd alterada en mioblastos provenientes de musculo
esquelético de paciente con disferlinopatia.

3. Las regiones N-terminal y C-terminal, por si solas, no restauran la distribucién
anormal de AA2 en los mioblastos DYSF3.



10. RESPUESTAS A LOS COMENTARIOS DE LOS REVISORES

En este apartado se detalla la inclusidon o rechazo de las correcciones realizadas

por cada uno de los miembros de la comisién evaluadora de esta tesis de magister. Se

agradece desde ya el tiempo y dedicacion aportados por cada uno de ellos en este

trabajo.

A continuacion, se informara sobre los cambios se efectuados:

Correcciones realizadas por el Profesor Pablo Caviedes:

Se aceptan los cambios mediante control de cambios de las paginas 11, 15, 20,
22, 44 y 50.

Se corrige el tamafio de los insets de la Figura 8.

Se corrige contraste y tamafio de la Figura 18 Ay B.

Se acepta comentario acerca del articulo cientifico mencionado sobre interacciones

entre AA2 y disferlina y se agrega a la discusion del trabajo.

Correcciones realizadas por el Profesor Alvaro Ardiles:

Se acepta comentario y se afnade informacion sobre la interaccion de los dominios
de C2 de disferlina con AA2, en la pagina 18.

Se acepta comentario y se afiade informacion acerca del parametro de amplitud en
la pagina 28 del escrito.

Se acepta correccién realizada mediante control de cambios en las paginas 35, 43,
45, 50 y 51

Se acepta comentario de las Figuras 12 y 13 y se corrige el nombre del eje y
nameros.

Se corrige error en pagina 40, acerca del nivel de significancia.

Se cambia imagen a una mas representativa en Figura 19A, panel DysfN.

No se logra incorporar imagen del inmunomarcaje de disferlina endégena en C25
para comparar con el marcaje con mCherry en Figura 19, debido a que esos datos
se encuentran en computadores del laboratorio en la regidon de Valparaiso y yo me

encuentro en Rancagua. Viajar en su busqueda o solicitar que me las envien no es



posible en estos momentos, dadas las condiciones sanitarias y de cuarentena en

que nos encontramos por la pandemia, Covid-19.

Correcciones realizadas por el Profesor Agustin Martinez:

Se indica: Creo que se explicd6 poco el fenotipo de los distintos tipos de
disferlinopatias, en particular de la del paciente de la linea celular DYSF3. Se
acepta comentario y se agrega mas informacion sobre las disferlinopatias y acerca
de la disferlinopatia que padece el paciente de la linea celular DYSF3 (ver ultimo
parrafo en pagina 13 y en seccidon de metodologia).

Se indica por el profesor lo siguiente: En el objetivo 1 se hace mencidén al efecto
de los constructos del NT y CT de la disferlina sobre la linea celular DYSF3, pero no
se hace comparacion con la linea celular control, por lo gque no se puede contestar
la pregunta de si los tratamientos recuperan la exocitosis. Al respecto, debe
aclararse que anteriormente en el laboratorio de la profesora Ana Maria Cardenas,
ya se habia realizado un estudio, tesis de Hugo Almarza (datos aun no
publicados), en donde se demostré que distintas lineas celulares deficientes de
disferlina presentaban una disminucion significativa en el nUmero de eventos de
exocitosis al ser comparadas con la misma linea celular control C25, utilizada en
este estudio y los mioblastos pertenecientes a la linea DYSF3 fueron los que
presentaron mayor disminucion. En base a esto, en esta tesis de magister se
utilizd6 como control el constructo mCherry en la linea DYSF3, de manera de
observar si el nimero de eventos pueden aumentar de manera significativa al
utilizar los constructos N- y C-terminal de disferlina. Es por ello que no se utilizo
nuevamente la linea C25, pues ese dato ya es conocido con anterioridad.

El profesor indica lo siguiente: E/ grafico 18D parece inconsistente con las
imagenes ya que en las imadgenes DYSF3 se ve mas marca nuclear de AA2 y el
gréfico no lo representa. Al respecto se debe sefialar que el grafico 18D no
muestra el analisis de distribucion de AA2, si no que muestra el analisis de
colocalizaciéon que existe entre AA2 y G-Actina en las regiones de membrana,
citoplasma y nucleo. En el trabajo se explica y muestra que las proteinas se ubican

en regiones distintas y por ello no hay colocalizacion.



Se indica por el profesor: En la Figura 19 se habla en la descripcion de densidad de
marca, pero para hablar de densidad se requiere medir la intensidad de la marca
por area nuclear, el perfil solo muestra una linea a través de la célula. Se acepta
comentario y se corrige el texto referido a la Figura 19, en la pagina 45 del escrito.
El profesor indica: En la discusion eliminar o precisar el subtitulo ya que los
resultados de la tesis no lo sustentan; "La distribucion de AA2 en mioblastos
humanos depende del nivel de expresion de disferlina”. Al respecto, se acepta
correccion y se cambia el subtitulo por “La distribucion de AA2 se ve alterada en

mioblastos humanos deficientes o con sobreexpresién de disferlina”.
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12. ANEXOS
A continuacién, se adjuntan las Actas de aprobacion del Comité de Bioética

animal, y del Comité de Bioseguridad segln corresponde a este proyecto.

. Universidad

deValparaiso RN 0 ST R
CHILE omute Institucional de ll‘.L'.lL.l para
la Investigacion con Animales
Divisidn Académica

Direccién de Investigacion

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEA080-2016

I. El Comité Institucional de Bioéfica para la investigacidon con Animales de la
Universidad de Valparaiso, en su sesion del 29 de abril de 2016, declara haber
evaluado el profocolo expernmental del proyectco BEA058-2016 titulado “Rol de
disferlina en el remodelamiento del citoesqueleto de actina y su impacto en el trafico
de vesiculas y reparacion muscular en distrofia muscular asociada a mutaciones en
disferfina”, de la investigadora responsable Ana Maria Cardenas, de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Valparaiso y que se presentd a concurso Fondecyt
regular 2016 de Conicyt.

Il. Para su evaluacion el Comité de Bioética revisod los antecedentes presentados en el
formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION”.

lll. En la valoracion bioética del proyecto, el Comité considerd adecuado los aspectos
bioéticos indicados en el segundo punto Valoracién de Aspectos Eticos del formulario
“SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES
COMO SUJETOS DE INVESTIGACION" y que se sefialan en las paginas anexas a esta
acta.

IV. Por lo anterior, el Comité Institucional de Bioéfica aprueba el proifocolo
experimental.

Comité Instifucional de Bioéfica para la Investigacién con Animales
4
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Universidad
de Valparaiso

CHILE

Direccion de Investigacion
Comité de Bloseguridad

CERTIFICADO DE BIOSEGURIDAD
BS002/2016

|. El Comiteé de Bioseguridad de la Universidad de Valparaiso, declara que

en su sesion del 31de marze de 2016, evalud el protocolo experimental del
proyecto "Rol de disferlina en el remodelamiento del citoesgueleto de actina
y su impacto en el trdfico de vesiculas y reparacion muscular en distroficy
muscular asociada a mutaciones en disferina” presentado por la Dra. Ana
Maria Cardenas F. de la Facultad de Ciencias.

Il. Para su evaluacion el Comité de Bioseguridad revisd los antecedentes
presentados por el interesado en relaciéon a los riesgos y medidas
preventivas de las actividades planteadas en el proyecto referido, en
aqguellas actividodes que se realizarGn en la Facultad de Ciencias
(Laboratorio de Neurosecrecion).

lIl. En la valoracién de bioseguridad del proyecto, el Comité considerd
apropiados el confrol de riesgos, las medidas preventivas, la gestién de
residuos y el resguardo de la comunidad y del medio ambiente,

IV. Por lo anterior, el Comité de Bioseguridad de la Universidad de
Valparaiso cerfifica que este protocolo experimental contempla las
medidas de bioseguridad definidas en el Reglamento de Higiene vy
Seguridad de la UV y en el Manual de Bioseguridad de CONICYT.

V. Se extiende este cerificado para ser presentado al concurso Fondecyt
Regular 2016 de i

v?ipadso.lzde aoril de 2016.

Blanco 951, Valparaiso | Yano: +56 (32) 2507171



