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RESUMEN

Una de las miosinas de clase | mas estudiadas es la miosina 1c, sin embargo,
existe poca informacion sobre su funcion en células del sistema inmunolégico
particularmente en linfocitos B donde su expresidon es abundante. El presente
trabajo aborda la participacion de la miosina 1c en la migracion y la endocitosis
de los linfocitos B. Para conocer su participacion en dichos fenémenos, se
disminuyé su expresion a través de shRNAs mediante un sistema de
transduccion lentiviral y posteriormente se evalué la capacidad de migracion y
de endocitosis de las células que presentaban disminucion en la expresion de

la miosina 1c.

Los datos indican que los linfocitos B que presentan disminucion en la
expresion de la miosina 1c muestran defectos en la migracion, con trayectorias
mas cortas, asi como una reduccion significativa de la velocidad y la distancia
recorrida por estas, en comparacion con las células control. Asi mismo, se
observa que en los linfocitos B con reduccion en la expresion de la miosina 1c
aumenta significativamente la capacidad de endocitar bacterias en
comparacion con las células control. Lo anterior indica que la miosina 1c

participa tanto en la migracion como en la endocitosis de los linfocitos B.
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SUMMARY

One of the most studied class | myosin is myosin 1c, nevertheless there is little
information regarding its function in hematopoietic cells particularly in B cells
where its expression is abundant. The present work approaches myosin 1c
participation in migration and endocytosis in B cells. For that purpose, myosin
1c expression was reduced using shRNAs through a lentiviral transduction
system. Afterwards, migration and endocytic capacity was measured in B cells

that presented a reduction in myosin 1c expression.

The data indicate that B cells, with diminished expression of myosin 1c,
demonstrate defects in migration, such as, shorter trajectories, a significant
reduction in the velocity and distance traveled by these cells when compared
with control cells. Likewise, it was observed that in B cells with reduction in
myosin 1c expression there is a significant increase in the capacity to endocyte
bacteria when compared with control cells. This denotes a role for myosin 1c

as an active player in migration and endocytosis in B cells.



1. INTRODUCCION

Las miosinas pertenecen a la superfamilia de motores proteicos, los cuales, se
caracterizan por presentar un dominio motor capaz de interactuar con actina,
hidrolizar ATP y generar movimiento (Sellers, 2000). Las miosinas se dividen en
dos grandes grupos: las miosinas convencionales y las miosinas no
convencionales. Las miosinas convencionales, son mejor conocidas por su
funcién en la contraccion muscular, ademas, presentan la caracteristica de estar
formadas por dimeros de cadenas pesadas. Por otro lado, las miosinas no
convencionales, son monomeros de cadenas pesadas que desempenan diversas
funciones en células no musculares. Uno de los miembros de las miosinas no
convencionales son las miosinas de clase |, las cuales, tanto en humano como
en raton estan conformadas por 8 miembros; miosina 1a - miosina 1h (Santos-
Argumedo, et al 2013). Las miosinas de clase | no convencionales, asi como la
mayoria de las miosinas, estan conformadas por tres subdominios funcionales:
Un dominio motor o cabeza, un dominio de cuello y un dominio de cola. (Figura
1) El dominio motor o de cabeza, interactua con actinay se une a ATP. El dominio
de cuello tiene la capacidad de unir cadenas ligeras o calmodulina las cuales se
unen a una secuencia alfa-helicoidal de alrededor de 23 aminoacidos llamada
motivo IQ, que presenta una secuencia consenso de IQXXXRGXXXR, se ha
descrito que la union de cadenas ligeras o calmodulina le confiere rigidez a la
estructura. Ademas, se ha observado que la regién de cuello también funciona
como sitio de splicing. En vertebrados, la miosina 1b sufre splicing alternativo lo
cual resulta en isoformas con 4,5 o 6 motivos 1Q, mientras que miosina 1a, 1cy
1g presentan 3 motivos, miosina 1d y 1h presentan 2 y miosina 1e y 1f presentan
1, lo cual les confiere diversidad en funcion, asi como en regulacion (Mazerik,
2013). Finalmente, las miosinas de clase | presentan un dominio de cola, en el
cual, se encuentran motivos funcionales que les permiten interactuar con otras
proteinas e incluso con lipidos. El dominio de cola es el mas diverso y varia

ampliamente en secuencia y longitud. En funciéon a éste se clasifican a las



miosinas de clase | en miosinas de cola corta y de cola larga. Las miosinas de
cola corta presentan un dominio TH1, el cual, contiene un motivo de homologia
a pleckstrina (PH) que les permite interactuar con lipidos y esta involucrado en la
unidon de las miosinas con la membrana plasmatica (Maravillas-Montero, et al
2011). Las miosinas de cola larga presentan motivos funcionales adicionales. El
motivo TH2, es una region que contiene una region de repetidos dipeptidicos
conformados por prolinas y lisinas o glutaminas, los cuales han mostrado ser
importantes para el reclutamiento de miosinas de clase 1 a estructuras
endociticas. EI dominio TH3 es un dominio de homologia a Src que reside en el
C-terminal de la proteina y le permite interaccionar con otras proteinas. Xu et al,
descubrié la primera proteina que se une a esta region llamada CARMIL, por su
habilidad de funcionar como proteina de “capping” y de hacer un enlace entre
miosina 1y el complejo Arp 2/3. Otras moléculas que se unen a este dominio son
dinamina, verprolina, sinaptojanina, N-WASP, WIP y WIRE entre otras
(Greenberg y Ostap, 2013).
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Figura 1. Introduccion a las miosinas de clase | no convencionales. A) Predicciéon de
la estructura de una miosina de clase |, basandose en la busqueda por homologia en
el servidor Phyre, usando como molde la estructura resuelta de otras miosinas. B)
Dominios estructurales de las 8 miosinas de clase | (McConell y Tyska, 2010).



El descubrimiento y estudio de las miosinas no convencionales muestra la
importancia de estos motores en diversos procesos celulares. Algunas
actividades en las que participan estas miosinas son en el transporte de
organelos, el transporte de complejos proteina-RNA, la citocinesis, el control en
la dinamica de la membrana e incluso en la regulacion de la transcripcion génica
(Hoffman, et al 2006). Ademas, hay evidencia genética en los ratones y en los
humanos que asocian mutaciones de la miosina con defectos en la audicion y en
la vision, con problemas neuroldgicos, con cardiomiopatias, con desordenes del
sistema inmunologico, con defectos en la pigmentacién y con cancer (Krendel et
al, 2007). A pesar de que estas moléculas han sido caracterizadas en algunos
tipos celulares, existe poca informacion sobre las miosinas en células
hematopoyéticas. Las miosinas de clase | son de particular interés en células del
sistema inmunoldgico ya que su expresion es abundante en linfocitos (Santos-
Argumedo, et al 2013).

1.1 Regulacién de las miosinas de clase |

Se ha descrito un sitio regulador muy conservado en motores proteicos, el cual,
presenta treonina, glutamato, aspartato o serina, y es conocido como TEDS. La
carga negativa del sitio TEDS es necesaria para la activacion. Los motores
moleculares que presentan residuos de glutamato o aspartato estan
constitutivamente activos, mientras que las miosinas que presentan serina o
treonina, requieren fosforilacion. Los miembros de la familia de las PAK cinasas
confieren esta fosforilacion (Mazerik, 2013). En adipocitos, se ha observado que
la fosforilacion de miosina 1c es necesaria para que participe en el transito
vesicular. La miosina 1c es fosforilada por la proteina cinasa Il dependiente de
calcio (CaMKIl) en la S701; esto provoca la pérdida de por lo menos una
calmodulina de la region de cuello y estimula la interaccion con 14-3-3. Asi
mismo, se sugiere que la fosforilacion mediada por CaMKII estimula la actividad
de ATPasa de la miosina 1c (Yip et al, 2008).



Las interacciones con calmodulina u otras cadenas ligeras, modula las
propiedades bioquimicas y fisicas de las miosinas de clase I. La region de cuello
de estas miosinas, es una alfa hélice que actua como palanca y ademas funciona
como interruptor de regulacion. La rigidez del cuello, la cual es requerida para la
transduccion de la fuerza, se logra a través de la interaccidon con la proteina de
unién a calcio, la calmodulina. Ya que la calmodulina sufre cambios
conformacionales al unirse al calcio, la regién de cuello es muy susceptible a la

regulacion mediada por interacciones de calcio/calmodulina (Mazerik, 2013).
1.2 Funcion de las miosinas de clase |

Las miosinas son mejor conocidas por su papel en la contraccién muscular y en
diversos procesos de motilidad en células eucariontes. Sin embargo, estudios
recientes sugieren que las miosinas de clase |, son moléculas sensibles a la
tension que enlazan al citoesqueleto de actina con la membrana plasmatica
(Greenberg, et al 2012).

El mantenimiento de la tensiéon de la membrana, asi como la habilidad de resistir
la deformacion, son caracteristicas necesarias para que se lleven a cabo
procesos celulares tales como la endocitosis, la exocitosis, la division celulary la
migracion. Existe un balance entre el aumento y el decremento en la tensién de
la membrana para permitir dichos eventos celulares. Ya que las miosinas
interactuan directamente con el citoesqueleto de actina, estan posicionadas para
poder regular la tension de membrana en las células (Mazerik, 2013).
Experimentos In vitro sugieren que algunas miosinas de clase | funcionan como
proteinas rigidas de anclaje, mientras que otras, estan adaptadas para participar
en funciones mas dinamicas como procesos involucrados en el transporte

vesicular (McConell y Tyska, 2010).

Los ocho miembros de las miosinas de clase | no convencionales, llevan a cabo
una gran variedad de funciones en diversas células, algunas de sus funciones
son similares, por lo que se ha llegado a creer que, en ausencia de una, las

demas podrian ejercer un efecto compensatorio.



1.2.1 Miosina 1a

La miosina 1a se expresa principalmente en el tracto gastrointestinal, donde se
localiza casi exclusivamente al borde en cepillo del intestino delgado. Dentro de
las microvellosidades forma puentes laterales, los cuales, aparentemente unen a
la membrana plasmatica con actina. Interesantemente, las mutaciones en el C-
terminal de la miosina 1a se asocian con la pérdida de polaridad de las células
epiteliales y el desarrollo de cancer de colon. Ratones que carecen de miosina
1a exhiben alteraciones en la morfologia del borde en cepillo, herniaciones y

microvellosidades fusionadas (Crawley et al, 2014).
1.2.2 Miosina 1b

Observaciones previas en hepatocitos de raton, sugieren que la miosina 1b
participa en procesos endociticos controlando la entrega de moléculas
internalizadas de endosomas a lisosomas. Se ha observado su localizacion en
regiones perinucleares donde se dan eventos de fusidén entre endosomas tardios
y lisosomas, asi como, en la periferia nuclear, donde puede estar participando en
la fusién de lisosomas con la membrana plasmatica, como fue sugerido por
Temesvari et al, en 1996. Ademas, se ha observado que junto con la red de F-
actina, forma parte de una maquinaria regulatoria que retiene transitoriamente a
los lisosomas durante su trayectoria sobre los microtubulos (Cordonnier et al,
2001). La miosina 1b y la miosina 1c estan presentes en axones, pero solo
miosina 1b se ha visto asociada a eventos relacionados con en el transporte y
posicionamiento de organelos y moléculas de membrana en neuronas (Bridgman
2013). También fue reportada la participacion de la miosina 1b y la miosina 1c en
diversas etapas de la exocitosis de surfactante en células ATIl en alveolos de
rata (Kittelberger et al, 2016).

1.2.3 Miosina 1d

Se ha reportado la expresion de la miosina 1d en varios tejidos, sin embargo,
donde se expresa abundantemente es en el sistema nervioso central. También

fue identificada como componente en fracciones sub-celulares de mielina. Las



mutaciones en MYO1D han sido relacionadas con autismo (Benesh et al, 2012).
La miosina 1d también se encuentra en intestino delgado, especificamente en la
punta de las microvellosidades. Se ha observado que en ausencia de la miosina
1a, la miosina 1d duplica su expresion y se redistribuye a lo largo de las
microvellosidades, hacia sitios ocupados normalmente por la miosina 1a. Por lo
que se sugiere que la miosina 1d ejerce un efecto compensatorio ante la ausencia

de la miosina 1a (Benesh et al, 2010).
1.2.4 Miosina 1e

La miosina 1e es una de las dos miosinas de clase | no convencionales de cola
larga y a diferencia de la miosina 1f, esta se expresa de forma ubicua en células
de mamiferos. Se ha demostrado que esta miosina se localiza en podocitos en
los rifiones. Los ratones deficientes de la miosina 1e exhiben proteinuria, dafio
renal crénico e inflamacién de los rifiones. A nivel estructural, estos ratones
muestran una membrana basal glomerular engrosada y desorganizada e
irregularidades en la morfologia de los podocitos. Por lo tanto, la miosina 1e juega
un papel importante en la funcién de los podocitos, asi como en la filtracion
glomerular (Krendel et al, 2009). Ademas, se ha observado que la miosina 1e es
reclutada a los sitios de endocitosis mediada por clatrina donde se desencadena

el ensamblaje de filamentos de actina (Cheng et al, 2012).
1.2.5 Miosina 1f

Kim et al en 2006, demostraron que la miosina 1f se expresa predominantemente
en células del sistema inmunolégico en los mamiferos. Las células del raton
deficiente de la miosina 1f muestran un aumento anormal en su capacidad de
adhesion y una reduccion en su motilidad, lo cual, resulta en el aumento en la
exocitosis de granulos que contienen (B2 integrinas, en neutrdéfilos. Ademas, la
actina cortical que co-localiza con la miosina 1f, se encuentra reducida en células
deficientes de dicha miosina. In vivo, los ratones deficientes de la miosina 1f
muestran un aumento en la susceptibilidad a infecciones por Listeria

monocytogenes y una respuesta ineficiente por parte de los neutréfilos. Por lo



que se sugiere que la miosina 1f dirige la motilidad de las células del sistema

inmunoldgico y la defensa innata del huésped contra infecciones.
1.2.6 Miosina 1g

La miosina 1g se expresa de manera exclusiva en tejidos y células
hematopoyéticas, y se asocia con la membrana plasmatica, dicha asociacion es
dependiente del motivo de homologia a pleckstrina (PH) localizado en el motivo
TH1 en el dominio de cola de la miosina. (Olety et al, 2010) En los linfocitos B, se
localiza en compartimientos de la membrana como son las balsas de lipidos, las
microvellosidades y las extensiones de la membrana. Se han reportado
anormalidades en la capacidad de adherencia, en la rigidez de la membrana
plasmatica y en la migracion inducida por quimiocinas, asi como irregularidades
en procesos como la fagocitosis y la exocitosis de los linfocitos B de ratones
deficientes de la miosina1g (Maravillas-Montero et al, 2014; Lopez-Ortega et al,
2016).

1.2.7 Miosina 1h

De todas las miosinas de clase |, la miosina 1h es el miembro menos estudiado
y por consecuencia del que menos informacion existe. En bases de datos de
expresion, tanto en humano como en raton, se observa que su expresion se limita
al sistema nervioso central y a érganos reproductores masculinos. Arun R. et al
en 2016 reportaron que polimorfismos del gen de la miosina 1h estan asociados

con el desarrollo de retrognatismo mandibular.
1.3 Miosina 1c

La miosina 1c, antes conocida como myr2 o miosina 13, €s un motor monomérico
que forma parte de la familia de las miosinas de clase | no convencionales. Se
expresa ampliamente en vertebrados y se localiza principalmente en el
citoplasma, el nucleo y el nucléolo (Tang et al, 2002). En el citoplasma, se asocia
a la membrana plasmatica y esta involucrada en el transito vesicular. La miosina
1c también es capaz de interactuar con la RNA polimerasa | y I, por lo que esta
involucrada en procesos transcripcionales. Se asocia con transcritos de RNA, asi



como a subunidades ribosomales y pre-ribosomales y tiene un papel en su
exporte nuclear. También actia como motor molecular en movimientos

cromosomales intranucleares (Schwab et al, 2013).

El gen humano MYO1C, codifica para tres isoformas (Figura 2); La isoforma C
de la miosina 1c, es la forma clasica citoplasmatica de 1028 aminoacidos, se
expresa en todos los tejidos, sin embargo, su mayor expresion es en organos del
sistema inmunoldgico, en los pulmones, el higado, la vejiga, el tracto
gastrointestinal y en los érganos reproductores. La isoforma B de la miosina 1c,
también llamada miosina nuclear (NM1), incluye 16 aminoacidos extras en su
extremo N-terminal provenientes del exdn -1. Al investigar su expresion, se
encontrd que se expresa en la mayoria de los tejidos, mostrando moderadas
variaciones, sus niveles mas bajos de expresion corresponden al musculo
esquelético y al corazén, mientras que los niveles mas altos de expresion se
encuentran en el timo, el higado y en el tejido adiposo (Sielski et al, 2014). La
isoforma descrita recientemente es la isoforma A, la cual, incluye 35 aminoacidos
extras en su extremo N-terminal, provenientes del exén -2 y se ha descrito su
participacion en el nucleo. Se ha observado su expresion principalmente en el
rindn, las glandulas adrenales, el pancreas y en el tejido adiposo (Venit et al,
2013).

La Isoforma C de miosina 1c, muestra una localizacion predominante en el
citoplasma. Las isoformas A y B se localizan en el nucleo, sin embargo, muestran
diferencias en su localizacion intranuclear y en la interaccién con proteinas
nucleares. La isoforma B se localiza en nucleoplasma y nucléolo, interactua con
la RNA polimerasa | y Il y esta involucrada en la transcripcion por ambas RNA
polimerasas. En contraste, la isoforma A esta ausente en el nucléolo y no
interactua con la RNA polimerasa |, y es la Unica que se asocia con “speckles”
intranucleares (lhnatovych et al, 2012).
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Figura 2. Representacion esquematica de las tres isoformas de la miosina 1c, de sus

dominios y regiones de interés (Schwab et al, 2013).

1.3.1 Estructura de la miosina 1c

La miosina 1c, al igual que todas las miosinas, presenta tres dominios
funcionales; una region motora, una region de cuello y una region de cola. Cada
una de los dominios le confiere tanto caracteristicas comunes con otras miosinas
como caracteristicas individuales que se ven reflejadas en la diversidad de sus
funciones. Ademas, algunos de estos dominios son importantes para la

regulacion de su actividad.
1.3.1.1 Regién motora

El dominio motor o de cabeza, es un motor catalitico de 80kDa que se une a
actina e hidroliza ATP para producir fuerza motriz. Este dominio le permite llevar
a cabo el ciclo de ATPasa, en el cual, al estar la miosina disociada de ATP, se
encuentra fuertemente unida a actina. A esta etapa se le conoce como estado de
rigor. Al unirse ATP a la miosina 1c se debilita su union con actina y finalmente
se disocia del filamento. Entonces se hidroliza el ATP y la miosina adopta una
conformacioén preproduccion de fuerza motriz. Al unirse a actina débilmente, se
libera el fosfato (Pi) y el cuello de la miosina que funciona como palanca, avanza
para posicionarla nuevamente sobre la actina y permitirle entrar de nuevo al
estado de rigor (Hokanson y Ostap, 2006). En 2013, Schwab et al, reportd una
sefal de localizacion nuclear localizada dentro de los 16 aminoacidos extras del
N-terminal de la isoforma B de la miosina 1c. Considerando que las isoformas A



y C no se localizan en nucléolo, se asume que la sefal localizada en el N-terminal

de la isoforma B es la sefal principal que la dirige hacia este organelo.
1.3.1.2 Regioén de cuello

La miosina 1c presenta tres motivos 1Q en su regién de cuello, los cuales, le
permiten interactuar con cadenas ligeras o calmodulina. Dzijak et al, en 2015
reportaron que la secuencia de localizacion nuclear de la miosina 1c isoforma B
(NM1), se encuentra en el segundo motivo IQ dentro de la region de cuello y no
en los 16 aminoacidos al inicio del N-terminal como se sugirié anteriormente. La
secuencia contiene una serie de aminoacidos basicos intercalados con
aminoacidos no polares, y demostraron que al mutar los aminoacidos basicos por
alaninas se bloquea la importacion nuclear de la NM1. Esta secuencia de
localizacion nuclear no es similar a otras descritas en la literatura, sin embargo,
existe otra miosina no convencional (miosina Vb), la cual, al igual que NM1
presenta su secuencia de localizacién nuclear en los motivos IQ de su region de
cuello. Ademas de la isoforma B, la isoforma C y la isoforma A de miosina 1c
presentan la secuencia de localizacion nuclear en sus motivos 1Q2, por lo tanto,
las tres isoformas son capaces de translocarse al nucleo (Dzijak et al, 2015). Por
otro lado, Hokanson en 2007, describié un segundo sitio de unién de la miosina
1c a la membrana plasmatica, dicho sitio, esta localizado dentro del dominio
regulador de la regién del cuello en los motivos IQ, no es especifico de
fofatidilinositoles, si no que se une a fosfolipidos aniénicos de una forma
dependiente de calcio. Por lo que la region de cuello de estas miosinas no solo
le confiere caracteristicas de rigidez y de regulacion, sino que también aporta

propiedades que se ven reflejadas en la diversidad de sus funciones.
1.3.1.3 Region de cola

La regidn de cola de la miosina 1c contiene un dominio de homologia a
pleckstrina (PH), el cual, es un dominio de aproximadamente 120 aminoacidos
que esta presente en proteinas involucradas en eventos de sefializacion o en
constituyentes del citoesqueleto. Este dominio es rico en residuos basicos, lo que

le permite interactuar con fosfatidilinositoles localizados en membranas

10



bioldgicas. También esta reportada la capacidad de este dominio para interactuar
con otras proteinas como la proteina cinasa C (PKC) o bien con la subunidad By
de las proteinas G heterotriméricas. A través de estas interacciones, el dominio
PH juega un papel en el reclutamiento de proteinas a la membrana (Haslam et
al, 1993). Se ha observado, mediante experimentos de sub-localizacion celular
y de fraccionamiento, que un gran porcentaje de la miosina 1c se encuentra
asociada con membranas lipidicas y que esta asociacion es principalmente
electrostatica. Estudios recientes in vivo sugieren que la miosina 1c¢ se asocia con
fosfoinositidos anionicos y que esta interaccion esta regulada por calcio y

calmodulina (Hokanson y Ostap, 2006).

Se sabe que el dominio motor de la miosina 1c es el encargado de llevar a cabo
la hidrélisis de ATP, asi como la interaccion con F-actina. Sin embargo, Fan et al
en 2012, reportaron que la region de la cola de la miosina 1c es capaz de
interactuar con G-actina. Sus observaciones proponen a la miosina 1c como
mediadora del transito de corto alcance de G-actina en los lamelipodios. Al
reducir la expresion de miosina 1c en células endoteliales, observan que se ve
severamente afectado el transporte de G-actina hacia el borde lider del

lamelipodio, asi como su migracion evaluada por ensayos de cierre de herida.
1.3.2 Funcién de la miosina 1c

Miosina 1c isoforma C, pertenece a un grupo de motores moleculares que unen
membranas celulares con el citoesqueleto de actina, ademas esta involucrada en
la generacion de la tension de membrana plasmatica. Se ha observado que la
miosina 1c puede asociarse con diferentes moléculas y es importante para la
correcta localizacion y llegada de éstas a la membrana plasmatica. Un ejemplo
de estas funciones fue descrita en podocitos, donde se asocia con neph1 y
nefrina, las cuales, son moléculas con funciones importantes en la membrana
plasmatica de los podocitos que permiten una adecuada filtracion de la sangre y
un correcto funcionamiento del rifidn. Al reducir la expresion de la miosina 1c

mediante siRNAs, se observan defectos en la llegada tanto de neph1 como de
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nefrina a la membrana plasmatica, asi como defectos en la capacidad de

migracion de los podocitos (Arif et al, 2011).

Ademas, se ha observado su asociacién con el transportador de glucosa GLUT4
en adipocitos. Las vesiculas cargadas con GLUT4 son dirigidas hacia la
membrana plasmatica por la miosina 1c bajo el estimulo generado por la insulina.
Al disminuir la expresion de la miosina 1¢c mediante siRNA, se observa una
disminucién significativa en la capacidad de los adipocitos de tomar glucosa
(Bose, et al 2002).

Este motor proteico esta concentrado en regiones dinamicas de la membrana
plasmatica, caracterizadas por la presencia de filopodios, lamelipodios y volantes
de la membrana. Ademas, la miosina 1c es reclutada a balsas lipidicas altamente
dinamicas en la via de reciclamiento endocitico, donde es requerida para la
entrega y exocitosis de membranas enriquecidas en balsas lipidicas hacia la
membrana plasmatica. Se ha observado que en las células con disminucion en
la expresion de la miosina 1c hay un incremento significativo en el contenido
intracelular de colesterol, ademas, se detectan defectos en la fusién del
autofagosoma con el lisosoma y defectos en la capacidad de migracion en las
células HelLa (Brandstaetter et al, 2014).

Por otro lado, Diakanova et al, en 2002 reporté que la miosina 1c participa en las
etapas finales de la fagocitosis, principalmente en el cierre de la copa fagocitica

en macréfagos.

La presencia de las miosinas no convencionales en las células hematopoyéticas
se asocia con la motilidad celular, sin embargo, en los linfocitos B se relaciona
con la habilidad de toma de antigeno. Se ha descrito que las miosinas no
convencionales de clase Il, especialmente miosina IIA (MyH9 o NMMH-IIA), es
uno de los principales reguladores de la toma de antigeno, ya que ejerce la fuerza
necesaria para que el linfocito B tome un trozo de antigeno de las membranas
que se le presentan. Estudios recientes sugieren que la miosina 1c es uno de los
elementos que controlan la interaccion membrana-citoesqueleto y la tension

cortical en los linfocitos B. Ademas, esta proteina participa en la migracion celular
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generando Yy estabilizando los filopodios y los lamelipodios observados durante
la extension de los linfocitos B. Se ha observado que la miosina 1c se encuentra
enriquecida en las microvellosidades de los linfocitos B, lo que lleva a especular
que esta molécula motora puede estar participando en el reclutamiento de
receptores, moléculas de adhesién o proteinas de senalizacion hacia las
microvellosidades. Al disminuir la expresion de la miosina 1c¢ en las células A20
usando siRNA, y someterlas a ensayos de presentacion de antigeno, se observa
una disminucién en la proporcion de linfocitos T CD4+CD69+ asi como una baja
secrecion de IL-2, sugiriendo que la disminucion en la expresion de la miosina 1¢
reduce la habilidad de los linfocitos B como células presentadoras de antigeno

(Maravillas-Montero et al, 2011).

1.3.3 Efecto compensatorio entre miosinas de clase 1

Las miosinas de clase 1, son una de las tres subfamilias mas antiguas de motores
proteicos. El dominio de unién a la membrana plasmatica (dominio TH1) es la
caracteristica que define a esta ancestral clase de motores. Las miosinas de
clase 1 se perdieron en plantas, pero se encuentran en eucariontes superiores e
inferiores como levaduras, amebas, hongos, gusanos y moscas. Las variaciones
en aminoacidos en las secuencias de las diferentes miosinas tienen
consecuencias funcionales y regulatorias, sin embargo, sus secuencias son
compartidas casi en su totalidad por lo que se pudiera esperar que al faltar una,
las demas pudieran tratar de generar un efecto compensatorio, que, si bien no

hace la funcion completa, la rescata de cierta manera.

Esta descrito que en el raton deficiente de miosina 1a, no se observa un fenotipo
severo, esto se atribuye a la redistribucion y funcion redundante de las otras
miosinas principalmente la miosina 1c, la miosina 1d y la miosina 1e en el modelo
estudiado. A pesar de que estos otros miembros de miosinas de clase 1 no
reemplazan a la miosina 1a, su redundancia sugiere, que por lo menos la funcion
de regular la tension de la membrana plasmatica es una funcion compartida con

la mayoria, si no es que con todos los miembros de la familia (Mazerik, 2013).
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Asi mismo, cuando se disminuye la expresion de la miosina 1c¢ en los linfocitos
B, no observa un fenotipo severo, por lo que también se sugiere un efecto
compensatorio por parte de la miosina 1g y la miosina 1e, que son las otras

miosinas de clase | que se expresan en estas células (Maravillas-Montero et al,
2011).
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2. JUSTIFICACION

Se ha reportado en diversos modelos celulares que la miosina 1c participa en
funciones como la migracién y la endocitosis, eventos que son fundamentales en
el contexto de una respuesta inmunoldgica. Ya que no existe el raton deficiente
de la miosina 1c y debido a que esta se expresa abundantemente en los linfocitos
B, los cuales, dependen de las funciones antes mencionadas para responder a
antigenos de manera eficiente, es importante identificar el papel de la miosina 1c

en la migracion y la endocitosis en los linfocitos B.
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3. HIPOTESIS

La miosina 1c participa en las funciones de migracion y de endocitosis en
los linfocitos B.
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4. OBJETIVO

Evaluar la participacién de la miosina 1c en las funciones efectoras de los
linfocitos B.

4.1 Objetivos particulares

1. Disminuir la expresion de miosina 1c en linfocitos B

2. Determinar la capacidad de migracion que presentan los linfocitos
B con disminucion en la expresion de la miosina 1c.

3. Evaluar la capacidad de endocitosis de los linfocitos B con

disminucién en la expresion de la miosina 1c.
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5. MATERIALES Y METODOS

Se disefaron las secuencias de los shRNA siguiendo los parametros
recomendados por el Instituto Broad (www.broadinstitute.org). A partir de la
secuencia nucleotidica de la isoforma C de miosina 1c, se generaron 6
secuencias para shRNA, resultando en 3 pares de oligos cada uno con su sentido

y antisentido.

ShRNA

mMyo1csh04F gatccGCCACCAAGAGACTGCTCCAGTTCTATGCTTCAAGAGAGCATAGA
ACTGGAGCAGTCTCTTGGTGGCTTTTTTACGCGTg

mMyo1csh04R  aattcACGCGTAAAAAAGCCACCAGAGACTGCTCCAGTTCTATGCTCTCTT
GAAGCATAGAACTGGAGCAGTCTCTTGGTGGCg

mMyo1cshL1F  gatccGTACATGGATGTGCAGTTTGATTCAAGAGATCAAACTGCACATCCA
TGTATTTTTTACGCGTg

mMyo1cshL1R  aattcACGGTAAAAAATACATGGATGAGTTTGATCTCTCTTGAATCAAACTG
CACATCCATGTACq

mMyo1cshB1F gatccGCCGCGTGAACAATATCAACATTTCAAGAGAATGTTGATATTGTTC
ACGCGGTTTTTTACGCGTg

mMyo1cshB1R aattcACGCGTAAAAAACCGCGTGAACAATATCAACATTCTCTTGAAATGTT
GATATTGTTCACGCGGCyg

Tabla 1. Descripcion de las secuencias de los shRNAs. Resaltados en rojo se
muestran los sitios de reconocimiento por las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRl,
en italicas se encuentra la secuencia complementaria a la isoforma C de la miosina
1c y su secuencia antisentido, resaltado en negritas se encuentra la secuencia

’generadora de la horquilla y resaltado en azul se encuentra el sitio de reconocimiento
por la enzima de restriccion Miul.

Las secuencias de los shRNAs se muestran en la tabla1. Contienen sitios de
reconocimiento por las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRI, presentan sus
secuencias sentido y antisentido, asi como la secuencia encargada de generar
la horquilla caracteristica de los shRNAs. Finalmente cuentan con un sitio de

reconocimiento por la enzima de restricciéon Mlul.
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5.1 Plasmido lentiviral p LVX-shRNA2

Se uso el plasmido pLVX-shRNA2 (Clontech California cat:632179), el cual, es
un vector lentiviral de expresion disefiado para expresar pequefios RNA en
horquilla (shRNA). Expresa la proteina fluorescente ZsGreen1 usada como
indicador de la eficiencia de transfeccion y transduccion. El vector pLVX-shRNA2
contiene todos los elementos necesarios del procesamiento viral para la
produccion de lentivirus con replicacion incompetente, asi como, elementos que
mejoran los titulos virales y la funcionalidad del vector. Este vector fue usado
como control en los experimentos descritos a continuacion y sera referido como

plasmido control.
5.2 Produccion y recoleccion de particulas virales
5.2.1 Transfeccién

Se realizo la transfeccion utilizando 5x10° células HEK293T, las cuales, fueron
cultivadas en medio DMEM (Thermo scientific Utah cat:SH30003.02)
suplementado con 10%SFB, antibidtico/antimicotico, pen/strep, L-glutamina y
piruvato de sodio. Se prepard la reaccion de transfeccion empleando 10ug de
ADN plasmidico, 375ul de medio DMEM no sumplementado adicionado con
375ul de HBSS, se agregaron 30ul de la mezcla de plasmidos de
empaquetamiento pak(VSV-G) Dharmacon Trans-Lentiviral Packaging kit
(Dharmacon EUA cat: TLP5912) y 41 ul de CaCl2. Se dejo incubando la reaccion
a temperatura ambiente por 30 minutos, posteriormente se agregé la mezcla gota
a gota al cultivo de células HEK293T. El cultivo se dejé en incubacion a 37°C, 5%
CO2 por 16h. Posterior a las 16h, se retir6 el medio del cultivo y se cambi6 por
Opti-MEM (Gibco EUA cat: 3185-070) suplementado con 10%SFB,
antibiético/antimicotico, pen/strep, L-glutamina y piruvato de sodio, el cual, se
quedod en incubacion a 37°C, 5% COz2 por 24h.
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5.2.2 Recoleccion y titulacion de particulas virales

Se recupero el medio de cultivo de las células HEK293T, se tomd una alicuota
de 20pl para titular las particulas virales y el resto del medio de cultivo se empled

para la transduccién de los linfocitos B.

En una placa de 96 pozos se colocaron 80ul de medio DMEM no suplementado
en 6 pozos, posteriormente se hizo una dilucién usando los 20ul de particulas
virales que se habian separado previamente, se colocaron los 20ul en el primer
pozo de la placa de 96, se mezclaron las particulas virales con el medio no
suplementado, se tomaron 25ul de este pozo y se colocaron en el segundo, se
mezclaron y se repitio el procedimiento hasta terminar los 6 pozos que contenian

medio DMEM no suplementado.

En otra placa de 96 pozos se sembraron 50,000 células HEK293T en seis pozos
24h previas a la titulacion viral, se hizo la transduccién de las células HEK293T
con las diluciones de las particulas virales previamente mencionadas. Se
cultivaron a 37°C, 5% CO2 por 24h y se observaron al microscopio. Se contaron
las células transducidas que expresan la proteina verde fluorescente y se
calcularon las unidades transducidas / ml de acuerdo con la siguiente formula:
UT/ml = (# Colonias que expresan la proteina verde fluorescente) *(Factor de
dilucion) *(40)

5.3 Transduccion de linfocitos B

Se extrajeron los linfocitos B del bazo de ratones C57/B6, los cuales, fueron
purificados por seleccion negativa utilizando perlas magnéticas del kit Mojo Sort
Pan B cell selection (Biolegend EUA cat: B214886). Una vez purificados, se
colocaron 100,000 linfocitos B por pozo en una placa de 96 pozos en medio RPMI
1640 (Gibco EUA, cat: 31800-089) suplementado con 10% SFB,
antibidtico/antimicético, pen/strep, piruvato de sodio, L-glutamina, aminoacidos
esenciales y 3-mercaptoetanol, los linfocitos B fueron transducidos con 100ul de
particulas virales por pozo, el cultivo se dejé incubando a 37°C 5%CO2 por 24h.
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Posteriormente se observaron al microscopio para comprobar la transduccion por

la expresion de la proteina verde fluorescente.

5.4 Determinacion de la disminucién en la expresién de la miosina 1c

Se realizd una tincion intracelular para la determinacion de la expresion de la
miosina 1c. Se tomaron 500,000 linfocitos B no tratados, tratados con los shRNAs
y tratados con el plasmido control. Se lavaron con PBS 1X, se incubaron 30 min
a 4°C con 100 pl de buffer de fijacion (Paraformaldehido 1% en PBS 1X),
posteriormente se lavaron las células 3 veces con PBS 1Xy se re-suspendieron
en 100yl de buffer de permeabilizacion (Saponina 1% en PBS 1X) y se incubaron
20 min a 4°C. Nuevamente se lavaron con PBS 1X, se les agreg6é 1ml de buffer
de bloqueo (0.5% BSA, 2%SFB en PBS 1X) se incubaron por 30 min a 4°C. Se
re-suspendieron las células en 125ul de buffer de FACS (0.5% BSA, 0.05% Azida
de sodio en PBS 1X) posteriormente se agregaron 20ul de anticuerpo primario
dirigido contra miosina 1c (GeneTex EUA cat: GTX55719) diluido 1:400. Se
incubaron las células con el anticuerpo primario por 30 min a 4°C en obscuridad.
Posteriormente se lavd con buffer de FACS, se re-suspendieron las células con
125 pl de buffer de FACS, se agregaron 20ul del anticuerpo secundario anti IgG
de conejo acoplado a ficoeritrina (PE) diluido 1:400, se dejaron en incubacion por
30 min a 4°C en obscuridad. Posteriormente se lavaron las células con buffer de
FACS y se re suspendieron con 300ul de PBS1X. La tincidbn se observd por

citometria de flujo.

5.5 Determinacién de la capacidad de migracién

Se tomaron 400,000 linfocitos B no tratados, tratados con los shRNAs y tratados
con el plasmido control, se colocaron sobre un cubreobjetos previamente
recubierto con fibronectina, se incubaron a 37°C 5%CO2 por 30 min.
Posteriormente se lavaron las células no adheridas con PBS1X, se monté el

cubreobjetos sobre la camara de Zigmond, la cual, en uno de los carriles contenia

21



100ul de medio RPMI no suplementado y en el otro contenia 100ul de medio
RPMI 1640 no suplementado adicionado con la quimiocina CXCL13. Se dejaron
incubando las células con la quimiocina a 37°C 5%CO2 por 15 min. Se adquirieron
fotografias cada 30s durante 1h en el microscopio confocal Olympus fv300. Los
videos construidos por las fotografias fueron analizados en los programas Fiji

Imaged y Migration and Chemotaxis Tool.

5.8 Determinacion de la capacidad de endocitosis

Se utilizaron 500,000 linfocitos B no tratados, tratados con los shRNAs y tratados
con el plasmido control. Se colocaron en co-cultivo con E.coli-RFP, se dejaron
incubando a 37°C 5%CO:2 por 1h. Posteriormente se lavaron las células con
PBS1X para eliminar la bacteria no endocitada y se fijaron con formaldehido al

1.5%. Se determind la endocitosis de bacteria por citometria.
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6. RESULTADOS

6.1 Generacion de los shRNAs

PLVM-shRMAZ

13

Figura 3 Generacidon de los shRNAs. A: plasmido lentiviral plvx-shRNA2. B:
gel de la digestion de las tres construcciones con la enzima de restriccién Miul.

Construccian

Plva-11

Plvi-L] Secuenciado

Plvx-R1

Plvx-Bl Secuenciado

Plvx-Orid

Plvx-Ori4 Secuenclado

Secuencia

Ftcc G TACATGGATG TGCAGT TTG AT TTATCTTCAAGAGAGCATAGAACTGGAGCAGTC TCTTGGTRGETTT T TTACGCG TR
BAlCEGTACATGGATG TGCAGT TTGAT TTATCTTCAAGAGAGATAGAAC TGGAGCAGTCTCTTGGTREECTTT T TTACEOG TR
Balce GG LR TG AAC AATATC AR AT T TCAAGAGARTGT TGATATTGTTCACGCGGTTITTTALGLG TR
BAeGLCGCGTGAACARTATCAALAT TTCAAGAGAATGT TGATAT TGTTCACGLGETTITT TALGOG g
Balc e GLCACCARAGAGACTGCTCCAGTICTATGOT TEAAGAGCATAGAACTGGAGLCAGTCTCTTGGTGECTTTTTIACGLGTE

FatccGLCACCAAGAGAL TG TCCAG T TLTATGUT TCARGAGLATAGAAL TRGEAGLAG TCTCT TGLLGECTTTTT IACGLG I

Tabla 2. Secuenciacién de las construcciones pLVX- shRNAs. Comparacion
de la secuencia insertada al plvx-shrna2 que codifica para los shRNAs, con la
secuencia obtenida de la secuenciacién de las construcciones. Resaltado en
amarillo se encuentra la mutacién de una T por una C en la secuencia del shRNA

Ori4.

Las tres secuencias que codifican para los tres shRNAs fueron insertadas en el

plasmido lentiviral plvx-shRNAZ2, ambos descritos en los materiales y métodos.

El plvx-shRNA2 asi como las secuencias de los shRNAs, contienen un sitio de
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corte por la enzima de restriccion Mlul, por lo tanto, para comprobar que se
clonaron en el vector se realiz6 una digestién con dicha enzima, con lo cual se
obtiene la liberacién de un fragmento de 1.3kpb indicando que las secuencias
fueron insertadas en el vector lentiviral. Posteriormente, se secuenciaron las tres
construcciones y se encontré6 que la secuencia de la construccion plvx-Ori4
contiene una mutacion donde se cambid una T por una C antes de la secuencia
terminadora. Sin embargo, al hacer analisis de BLASTnt el unico blanco
reconocido es la secuencia de la miosina 1c. Indicando que tedricamente no se

encuentra afectada su especificidad por la miosina 1c.

6.2 Eficiencia de transduccion de los linfocitos B

Linfocitos B no tratados Linfocitos B-plésmido control Linfocitos B -shRMNA
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Figura 4. Eficiencia de transduccién de los linfocitos B. A: Gréficas de puntos de
linfocitos B no tratados a la izquierda, tratados con el plasmido control sin shRNA en el
centro y tratados con los shRNAs a la derecha. B: Cuantificacion del porcentaje de
eficiencia de transduccién. Representacion de tres experimentos independientes.

Una vez que fue hecha la transfeccién y que fueron recuperadas las particulas
virales, se hizo la transduccion de los linfocitos B como se describe en materiales
y métodos. Se observé la eficiencia de dicha transduccion mediante citometria
de flujo, evaluando el porcentaje de células GFP+. Se observa que
aproximadamente el 40% de las células analizadas son GFP+ indicando que
fueron transducidas, por lo tanto, estas células fueron seleccionadas para realizar

los siguientes experimentos.
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6.3 Disminucion en la expresion de la miosina 1c en linfocitos B
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Figura 5. El tratamiento con los shRNAs disminuye la expresiéon de la miosina
1c en los linfocitos B. Histograma de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de
la miosina 1c. A: Verde claro: linfocitos B tratados con los shRNAs, verde obscuro:
linfocitos B tratados con el plasmido control sin shRNA, azul: linfocitos B no tratados,
rosa: control de isotipo. B: Grafica de la cuantificacion de la intensidad media de
fluorescencia (IMF). *P=0.01. Representacion de tres experimentos independientes.

Se determind la expresion de la miosina 1c a través de una tincion intracelular
evaluada por citometria de flujo en los linfocitos B no tratados y en los linfocitos
B transducidos tanto con los shRNAs como con el plasmido control sin shRNA.
Se observa que los linfocitos B que fueron tratados con los shRNAs presentan
una disminucién significativa en la expresion de la miosina 1¢c en comparacion
con los linfocitos B que fueron tratados con el plasmido control sin shRNA o con
los linfocitos B que no fueron tratados. Por lo tanto, a pesar de no tener una
eficiencia de transduccién del 100%, las células que son transducidas presentan

disminucién en la expresion de la miosina 1c.
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6.4 Capacidad de migracion de los linfocitos B que presentan disminucion
en la expresion de la miosina 1c
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Figura 6. La disminucién en la expresion de la miosina 1c afecta la capacidad de
migracion de los linfocitos B. A: A la derecha linfocitos B no tratados, en el centro
linfocitos B tratados con el plasido control sin shRNA y a la izquierda linfocitos B
tratados con los shRNAs. B: Graficas de la cuantificacion de la velocidad y la distancia
recorrida de los linfocitos B. ***P= 0.001. Representacion de tres experimentos
independientes.

Al evaluar la capacidad de migracion de los linfocitos B tratados con los shRNAs,
los tratados con el plasmido control sin shRNA vy los no tratados, se observa que
los linfocitos B tratados con los shRNAs, es decir, los que presentan disminucién
en la expresion de la miosina 1c muestran defectos en su capacidad de
migracion, se observan trayectorias mas cortas asi como una disminucién

significativa en la velocidad y en la distancia recorrida por estas células en

26



comparacién con los linfocitos B tratados con el plasmido control o con los
linfocitos B no tratados. Por lo tanto, la miosina 1c participa en el proceso de

migracion de los linfocitos B.

6.5 Capacidad de endocitosis de los linfocitos B que presentan
disminucion en la expresion de la miosina 1¢c
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Figura 7. La capacidad de endocitosis se ve aumentada en los linfocitos B
que presentan disminucion en la expresion de la miosina 1c. A: Histogramas
de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de E.cofi-RFP. Verde claro: linfocitos
B tratados con los shRNA, Verde obscuro: linfocitos B tratados con el plasmido
control sin shRNA, azul: linfocitos B no tratados, rosa: control de auto fluorescencia.
B: gréfica de la cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia IMF.
**P=0.003. Representacion de tres experimentos independientes.
Se determind la capacidad de endocitosis de la bacteria E.coli que expresa a la
proteina rojo fluorescente. por parte de los linfocitos B que fueron tratados con
los shRNAs, con el plasmido control sin shRNA y los linfocitos B no tratados. Se
observa un aumento significativo en la capacidad de endocitosis por parte de
los linfocitos B tratados con los shRNAs en comparacién con los linfocitos B
tratados con el plasmido control o con los linfocitos B no tratados. Por lo tanto,

la disminucion en la expresion de la miosina 1c le confiere mayor permisividad
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a la membrana plasmatica para endocitar a la bacteria. Indicando que la miosina

1c¢ participa en el proceso de endocitosis.

7. Discusion

La miosina 1c ha sido estudiada en diversos tipos celulares, sin embargo, existe
muy poca informacion sobre sus funciones en células del sistema
hematopoyético en especial en los linfocitos B donde se expresa con mayor
abundancia en comparacidon con otros linajes celulares del sistema
hematopoyético. Maravillas-Montero et al en 2011 reporté que la miosina 1c esta
presente en la sinapsis inmunoldgica, asi como su participacion en la
presentacion antigénica, eventos clave durante una respuesta inmunoldgica.
Estos hallazgos abren la puerta para la investigacion del papel de las miosinas
no convencionales en células hematopoyéticas y en funciones que permiten el
correcto funcionamiento del sistema inmunoldgico. Ya que la miosina 1c esta
implicada en los procesos de migracion y endocitosis en otras células, fue
importante determinar su participacion en estas funciones en los linfocitos B. Lo
anterior debido a que los linfocitos B requieren de ambas funciones para
desempefiarse de manera eficiente; requieren de la migracion para arribar a
organos linfoides secundarios, y de la capacidad de endocitosis para probar el

medio que los rodea en busca de antigeno.

Los datos reportados en este trabajo muestran que la miosina 1c¢ participa tanto
en la migracion como en la endocitosis en los linfocitos B. Al disminuir su
expresion y evaluar la capacidad de migracién en dichas células, se observaron

defectos similares a los reportados para otros tipos celulares.

Las alteraciones observadas en la migracion pueden deberse a las funciones
previamente reportadas para la miosina 1c, donde esta involucrada en el
reciclamiento y posicionamiento de moléculas de superficie (Bose et al, 2004). La

miosina 1c puede estar involucrada en el reciclamiento o en el posicionamiento
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del receptor de quimiocina CXCRS, empleado en los ensayos descritos
anteriormente o bien en el reciclamiento o posicionamiento de las integrinas VLA-
4 y LFA-1 que se expresan en los linfocitos B y reconocen a fibronectina, sustrato
sobre el cual se llevaron a cabo los ensayos de migracion. Otro fendmeno posible
que podria explicar los defectos observados puede deberse a las alteraciones en
la distribucion de balsas de lipidos en la membrana plasmatica al disminuir la

expresion de la miosina 1c (Brandstaetter et al, 2014).

Debido a que tanto el receptor de quimiocinas como las integrinas requieren estar
posicionadas en estos microdominios de membrana (Matké y Szdllosi, 2002),
dichas alteraciones impedirian la difusion lateral de dichas moléculas alterando

su sefnalizacion, lo cual, resultaria en defectos sobre sus funciones.

Por otro lado, se ha asociado a las miosinas de clase |, en especial las de cola
corta como lo es la miosina 1c¢, en el mantenimiento de la tensiéon de membrana.
Esta caracteristica es necesaria para que se llevan a cabo procesos celulares
tales como la endocitosis, exocitosis, divisidn celular y migracién. Lopez-Ortega
et al en 2016 reportdé que en el ratén deficiente de miosina 1g existe una
reduccion en la tensiéon de membrana, lo anterior fue medido sometiendo a las
células deficientes de miosina 1g a una fuerza y observando su resistencia a la
deformacion. Al analizar la capacidad de endocitosis de las células deficientes de
miosina 1g se observd un aumento la capacidad de endocitosis de bacteria. Esto
se le atribuye al defecto observado en la tension de membrana en ausencia de
miosina 1g, ya que al disminuir la tension de membrana esta pierde rigidez lo cual
le confiere mayor permisividad a la membrana plasmatica para endocitar a la

bacteria.

Los datos reportados en este trabajo sobre la endocitosis de bacteria en linfocitos
B que presentan reduccidn en la expresion de miosina 1c, son similares a los
mencionados anteriormente. En el sistema empleado en este trabajo también se
observa un aumento significativo en la capacidad de endocitar bacterias en las
células que presentan reduccion en la expresion de la miosina 1c. A pesar de que

no fue medida la tensidén de membrana, debido a los antecedentes donde se
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involucra a las miosinas de clase | en esta funcion y debido al reporte de Lopez-
Ortega et al en 2016, se puede sospechar que la miosina 1c también esta
participando en el mantenimiento de la tension de membrana, lo cual, impacta

directamente en las funciones evaluadas.

Asi mismo, esto reafirma que el mantenimiento de la tensién de membrana es
una de las funciones compartidas por varios miembros de las miosinas de clase

| no convencionales.

Este trabajo permite esclarecer un poco mas las funciones de la miosina 1c en
los linfocitos B. A pesar de ser una de las miosinas no convencionales mas
estudiadas, existe poca informacidbn sobre sus funciones en células
hematopoyéticas, especialmente en linfocitos B. Analisis sobre su expresién en
células hematopoyéticas realizada en bases de datos, muestran que la miosina
1c en linfocitos B se expresa desde etapas tempranas de su desarrollo,
detectandose su abundante expresion desde el estadio pro-B y manteniéndose

hasta la madurez del linfocito B (www.Immgen.org).

Por lo tanto, es importante esclarecer y establecer la importancia y la funcién que
tiene la miosina 1c¢ en los linfocitos B no solo en las funciones que desempefan

si no también en su desarrollo.
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8. Conclusion

La miosina 1c participa en el proceso de migracion, ya que al disminuir su
expresion se generan trayectorias mas cortas, asi como una reduccion
significativa de la velocidad y la distancia que recorren los linfocitos B. Asi
mismo, participa en la endocitosis, ya que, al disminuir su expresion aumenta
significativamente la capacidad de endocitar bacteria por parte de los

linfocitos B.
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9. Perspectivas

Es necesario abordar los defectos observados en la migracion y en la
endocitosis con mas detalle. Para determinar exactamente donde se
encuentra el defecto en la migracion primero es necesario medir la expresiéon
en la membrana plasmatica tanto del receptor de quimiocina CXCR5 como de
las integrinas VLA-4 y LFA-1. Asi mismo, es importante determinar la
localizacion de dichas moléculas, lo cual, nos hablaria de si estan siendo

transportadas de manera eficiente hacia la membrana plasmatica.

Por otro lado, en relacion a la endocitosis para confirmar de manera irrefutable
que la miosina 1c participa en el mantenimiento de la tensién de membrana,
habra que hacer la medicién de la misma en células con disminucion en la
expresion de la miosina 1c¢. Asi mismo, es importante dilucidar su participacion
en la endocitosis mediada por receptor, principalmente la endocitosis del
BCR, también seria interesante evaluar la endocitosis mediada por el receptor
Fc o bien por el receptor de complemento y de esta manera redondear el

estudio de la participacion de la miosina 1c¢ en la endocitosis.
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