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Resumen

Durante las dltimas décadas se han desarrollado
tecnologias que permiten estudiar macromoléculas a
nivel individual. En el IPICYT hemos construido una
de estas herramientas, un sistema de micro-
manipulacion por l&ser conocido como pinzas
Opticas, por medio del cual logramos medir los
desplazamientos y las fuerzas desarrollados por una
proteina motora llamada cinesina al desplazarse
sobre microtlbulos. Realizamos experimentos de
transporte in vitro empleando cinesinas individuales
0 grupos de ellas unidas a un mismo cargamento
(una microesfera). Al incrementar el nimero de
motores sobre un mismo cargamento, encontramos
eventos de transporte con desplazamiento y fuerza
considerablemente mayores a los correspondientes a
cinesinas individuales. Sin embargo, los valores
promedio de desplazamiento o fuerza se modifican
tan solo de manera marginal. Estas observaciones
sugieren que el transporte efectuado por la cinesina
involucra principalmente a motores individuales.

Abstract

During the last decades technologies have been
developed that allow the study of macromolecules at
an individual level. We have built one of these tools
at IPICYT, a laser system of micro-manipulation
known as optical tweezers that we use to measure the
displacements and the forces developed by the motor
protein called kinesin as it displaces on microtubules.
We carry out in vitro transport experiments using
individual kinesins or groups of them bound to the
same cargo (a microsphere). By increasing the
number of motors on the same cargo, we observed
transport events with displacement and force
considerably greater than those corresponding to
individual ~ kinesins.  However, averages of
displacement or force are modified only marginally.
These observations suggest that the transport made
by kinesin involves mainly individual motors.

Palabras clave: Cinesina, transporte intracelular, Key words: Kinesin, intracellular transport, optical
pinzas opticas. tweezers.
Introduccién funciones. Algunos ejemplos de proteinas

Los motores moleculares o proteinas motoras son
macromoléculas que convierten energia quimica en
trabajo mecéanico. Dentro de la célula, los motores
moleculares estan involucrados en una diversidad de

motoras son: la cinesina, que acarrea cargamentos de
un sitio a otro; la miosina, responsable de desarrollar
la fuerza mecanica en un masculo; las transcriptasas,
que replican el &cido desoxirribonucleico (ADN); las
polimerasas, que transcriben el ADN en &cido
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ribonucleico (ARN); los ribosomas, que llevan a
cabo la traduccion del ARN en proteinas; las
helicasas, que despliegan estructuras complejas de
ARN y ADN; la FoF1 ATPasa, que transporta iones a
través de la membrana celular, etc.

Todos estos motores hacen uso de cofactores, lo
que les permite obtener la energia quimica necesaria
para realizar sus funciones. Entre los cofactores mas
comunes esta el trifosfato de adenosina o ATP. El
ATP esta integrado por una adenina, una ribosa y tres
grupos de fosfato. Un enlace fosfoanhidrido que es
altamente reactivo y puede liberar energia quimica
mediante una reaccion de hidrélisis, liberando unos
50 kJ/mol de energia. Esta energia resulta ser
aproximadamente 20 veces la energia Eq asociada a
fluctuaciones térmicas (Eo = ksT, en donde kg es la
constante de Boltzmann y T es temperatura). En
general, los motores moleculares unen su cofactor
respectivo, promueven la reaccion de hidrélisis y
parte de la energia disponible se convierte en trabajo
mecanico (otra parte se disipa como calor).

En las dltimas dos décadas se ha registrado un
aumento exponencial en el estudio de los motores
moleculares. Este interés se debe en buena parte a los
avances biogquimicos y tecnolégicos que permiten
estudiar y manipular una sola molécula a la vez. A
este nuevo campo de estudio en donde se interrogan
mecanismos de funcionamiento mediante la
observacion de una molécula se le conoce como
biofisica de molécula (nica o de moléculas
individuales [1-5]. La capacidad de estudiar una
molécula a la vez permite: observar la localizacién
celular de moléculas bioldgicas con precision,
estudiar variaciones en el comportamiento molecular
que son automaticamente  promediadas en
experimentos bioguimicos, analizar la dindmica
espacial y temporal de cambios estructurales,
establecer los panoramas energéticos de interaccion
enzima-sustrato 'y conocer las caracteristicas
mecanicas de componentes celulares, entre otras
posibilidades. En el Laboratorio de Biofisica del
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica vy
Tecnologica (IPICYT) hemos desarrollado un
sistema de microscopia éptica que incorpora una
herramienta conocida como pinza 6ptica, con la cual
estudiamos el desplazamiento y la generacion de
fuerza de uno de los motores moleculares mas
pequefios conocidos: la cinesina [6].

El motor molecular cinesina
El transporte intracelular en organismos

eucariontes es esencial para establecer el alto grado
de organizacion espacio-temporal de la célula. Este
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transporte consiste en el traslado de moléculas,
macromoléculas, vesiculas y organelos en el interior
celular [7]. En términos generales, los mecanismos
de transporte intracelular pueden ser divididos en dos
clases: transporte pasivo y transporte activo [8,9]. El
transporte pasivo consiste esencialmente en difusion,
debida a la energia térmica, en donde las moléculas
efectlan desplazamientos estocasticos no dirigidos
(movimiento Browniano). Este tipo de transporte es
eficiente a distancias cortas, pero resulta ser lento en
extremo para cubrir distancias largas: a una vesicula
tipica del citoplasma (con un coeficiente de difusion
D = 3x10 cm?/s [10]) le tomaria, en promedio, un
tiempo de 1s para viajar 10 nm pero
aproximadamente 100 dias en recorrer 30 um (el
didmetro de una célula HelLa). En contraste, el
transporte intracelular activo es dirigido a sitios
especificos y es llevado a cabo, fundamentalmente,
por proteinas motoras asociadas al citoesqueleto.
Estas proteinas pertenecen al grupo que hidroliza
ATP y convierte la energia disponible en trabajo
mecanico Util, desplazandose y llevando consigo
cargamento a lo largo de filamentos del
citoesqueleto. En este caso, a un grupo de motores
moleculares les tomaria menos de un minuto
transportar la misma vesicula del ejemplo anterior a
lo largo de una célula HeLa. En resumen: el
transporte de una vesicula para ir de un extremo a
otro de una célula tipica tarda 100 dias por difusién y
1 minuto efectuado por la cinesina. De aqui
entendemos la importancia de esta proteina motora.

Las cinesinas, dineinas y miosinas constituyen
tres grupos de proteinas motoras del citoesqueleto;
las cinesinas y las dineinas estdn asociadas a los
microttbulos (MTs) mientras que las miosinas estan
asociadas a la actina [11]. Dentro de la familia de las
cinesinas, la Cinesina-1 (Kinesin-1, en inglés) es la
méas ampliamente estudiada. La Cinesina-1 participa
en el transporte intracelular, desplazandose sobre
MTs en forma unidireccional y anterograda (es decir,
hacia el extremo (+) de los MTs) [11,12], por lo que
esta cinesina generalmente lleva cargamentos desde
la regidn central hacia la periferia de la célula. Para
llevar a cabo este transporte, la cinesina se enfrenta a
un ambiente intracelular complejo [10,13,14]: un
citoplasma densamente poblado, altamente viscoso y
dindmico; en presencia de multiples MTs; con varios
motores moleculares actuando sobre un mismo
cargamento; en presencia de proteinas asociadas a
MTs (MAPs); bajo la influencia permanente de
procesos de difusion; etc. En nuestro laboratorio nos
interesa estudiar estos procesos.

La Cinesina-1 (también llamada “cinesina
convencional” o simplemente “cinesina”) es la
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proteina fundadora de la superfamilia de cinesinas,
identificada en 1985 como participante en el
transporte intracelular rapido en axones y aislada a
partir de extractos de células neurales [15]. A
continuacion se revisan brevemente algunos de los
aspectos basicos de lo que se conoce hasta ahora
sobre la Cinesina-1 y sus mecanismos de
funcionamiento en el transporte intracelular. Por
simplicidad, en este documento nos referiremos a la
Cinesina-1 como “cinesina”.

Funcién

En metazoos se ha encontrado que la cinesina
participa en el transporte intracelular de cargamentos
conformados  por membranas, tales como
mitocondrias, lisosomas, reticulo endoplasmico y
vesiculas. Asimismo, también transporta otro tipo de
cargamentos, como mRNAs y filamentos intermedios
[11]. En hongos, se ha encontrado que la cinesina
participa en el transporte de vesiculas de secrecidn
dirigidas hacia la region apical en crecimiento [16].
Un motor individual de cinesina es capaz de recorrer
1 pm por cada encuentro con un MT, con una
velocidad tipicas de ~1 um/s, y generando hasta 7 pN
de fuerza para efectuar el transporte [17].
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Estructura

La cinesina es una proteina homodimérica,
conformada por dos cadenas polipeptidicas idénticas
llamadas cadenas pesadas, las cuales constan de
~1000 amino acidos cada una y dimerizan por medio
de una estructura alargada y flexible de tipo tallo a
través de dominios “coiled-coil” (ver Figura 1A)
[11,17]. Cada una de las dos cadenas pesadas que
conforman el homodimero posee en su extremo N-
terminal un dominio cataliticamente activo llamado
“cabeza”. El dominio de cabeza es globular y posee
subdominios con actividad de ATPasa asi como de
afinidad a los MTs. En el extremo C-terminal de cada
cadena pesada se encuentran dominios globulares
conocidos como “cola” los cuales estan involucrados
en la union a cargamento asi como en procesos de
autoinhibicién de la actividad de ATPasa del
dominio de cabeza cuando la cinesina no esta
uniendo cargamento. En metazoos, la cinesina
ademas asocia dos cadenas polipeptidicas idénticas
llamadas cadenas ligeras. Las cadenas ligeras se unen
a la cola de las cadenas pesadas y participan en el
reconocimiento de cargamentos. Estudios en hongos
filamentosos indican que la cinesina convencional de
estos organismos carece de las cadenas ligeras [18].
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Figura 1. Esquema general de la cinesina convencional y su mecanismo de motilidad. A) Esquema del homodimero de cinesina
(cadenas pesadas) y sus principales dominios. Las dos cadenas polipeptidicas son idénticas y sélo se representan con colores diferentes
por claridad. Los dominios que constituyen la cola de la cinesina participan en la unidn al cargamento (mostrado parcialmente como un
sector circular gris). El MT se muestra esquematicamente con un protofilamento en donde se alternan los monémeros de alfa (gris
oscuro) y beta (gris claro) tubulina. B) Modelo de avance “mano-sobre-mano” de la cinesina sobre el MT. En el paso 1 la cabeza libre
(azul, vista superior) pasa por la derecha de la cabeza unida al MT (rojo, vista superior). En el paso 2 el neck-linker de la cabeza roja
sufre una transicion desorden-orden, posicionando la cabeza azul enfrente de la roja y facilitando la unién de la cabeza azul al siguiente
sitio de unioén en el MT. En los pasos 3 y 4 la cabeza roja se despega del MT (dejando a la cabeza azul unida al MT) y los papeles se
invierten respecto a los pasos 1y 2, por lo que la cabeza roja pasa a la azul ahora por la izquierda. El resultado de las secuencias 1-2-3 6
2-3-4 es el desplazamiento neto de 8 nm del tallo de la proteina. EI banderin muestra la orientacion del tallo. Figura adaptada de la Ref.
17.

Debido a su importancia, la estructura a nivel
atomico del dominio “cabeza” de la cinesina ya fue
obtenida mediante cristalografia de rayos-X [19], con
lo cual ha sido posible caracterizar sitios de unién a
ATP y a MTs, asi como el llamado “neck-linker” de
la proteina: una regién de ~13 amino &cidos que
conecta el dominio “cabeza” con el dominio de

dimerizacion tipo tallo. El neck-linker es de gran
importancia para el mecanismo que genera motilidad
(desplazamiento) en la proteina [20].
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Mecanismo de motilidad

Experimentos in  vitro con  cinesinas
recombinantes truncas han demostrado que la
cinesina en forma monomérica es suficiente para
generar motilidad sobre MTs cuando grupos de
varios mondmeros actdan sobre el mismo
cargamento [20]. Sin embargo, la motilidad de una
cinesina individual sélo es posible en el homodimero,
en donde cada cadena pesada trunca incluya el
dominio de cabeza asi como una regiéon minima de
dimerizacion. A partir de estudios de microscopia
oOptica, que registran el movimiento de motores
individuales, se ha concluido que la cinesina
homodimérica se desplaza sobre el MT por medio de
un mecanismo de “mano-sobre-mano” [17], en donde
una cabeza avanza enfrente de la otra de manera
alternada, lo cual asemeja la forma en la que una
persona camina (ver Figura 1B). Cada “paso” de la
cinesina mide 8.2 nm (determinado
experimentalmente, ver la Seccién 5 y la Figura 3),
distancia que coincide con el espaciamiento entre los
heterodimeros de las subunidades a y  de la tubulina
que se repiten a lo largo de los protofilamentos que
conforman el MT (Fig. 1B).

Una de las propiedades caracteristicas de la
cinesina convencional es su alta procesividad
mecanica, es decir, que moléculas individuales
avanzan en promedio ~100 pasos sobre el MT antes
de desprenderse del mismo. Al explicar la
procesividad de la cinesina a partir del modelo de
avance de “mano-sobre-mano”, se concluye que la
proteina avanza manteniendo contacto continuo con
el MT involucrando al menos una de sus cabezas.
Para que esto ocurra, se requiere que exista una
coordinacién mecénico-quimica entre las dos cabezas
para evitar que éstas se desprendan simultdneamente
del MT de forma prematura. Estudios bioquimicos y
a nivel de molécula Unica han encontrado que existe
un acoplamiento estrecho entre el ciclo bioquimico y
el ciclo mecanico del motor [17], en donde por cada
paso de la cinesina se hidroliza una molécula de ATP
y la afinidad de la proteina por el MT estd modulada
por el estado de hidrolisis del nucledtido unido en
cada cabeza. Aunque se ha postulado que la
comunicacion cabeza-cabeza se transmite mediante
tension mecénica intramolecular, el mecanismo de
coordinacion cabeza-cabeza alin no esta enteramente
explicado.

Las pinzas opticas
Antes de describir a las pinzas dpticas y su

empleo en la biologia, es conveniente decir algunas
palabras sobre la fuerza que la luz es capaz de ejercer
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sobre la materia. Segun la teoria de Maxwell, la luz
conlleva un momento p = E/c, en donde E es la
energia luminosa y c es la velocidad de la luz. De la
mecéanica elemental sabemos que la fuerza es la
derivada de la energia respecto al tiempo (F = dp/dt).
Por lo tanto, la luz ejerce una fuerza (llamada de
radiacion) igual a F = dp/dt = (1/c) (dE/dt) = Wic, en
donde W = dE/dt es la potencia del haz de luz, cuyas
unidades son energia por unidad de tiempo o watts
(W) en el Sistema Internacional de Unidades. La
presion de radiacion (PR) es por tanto igual a fuerza
por unidad de area: PR = F/A = W/(A c), en donde A
es el area sobre la cual incide el haz luminoso.

¢Cual es la presion que se ejerce sobre nuestras
cabezas debido a la luz solar? La cantidad de energia
radiante que llega del sol a la parte superior de la
atmosfera terrestre, en angulo recto, es de 1.4
kilowatts por metro cuadrado (1.4 kW/m?). La
energia solar que llega al nivel del mar, después de
pasar por la atmosfera, es de aproximadamente W/A
= 1 KW/m? en un dia de verano, sin nubes. Puesto
que la velocidad de la luz es igual a ¢ = 300 000
km/s, la presion de radiacion es igual a PR = (1
kW/m?)/(300 000 km/s) = 0.000 003 Pa. La presion
atmosférica, debida al peso del aire, es igual a
Pamestera = 100 000 Pa, por lo que jLa presion debido
al empuje de la luz solar es 101° veces menor a la
atmosférica! Algo imperceptible en la vida cotidiana.

Sin embargo, consideremos el mundo celular.
Una bacteria tiene un tamafio tipico de 1 um y se
desplaza a velocidades de 25 um/s. Al moverse en
agua, la bacteria experimenta una fuerza de
viscosidad o de arrastre F,, la cual debe vencer
desarrollando una fuerza igual o mayor para poder
avanzar. Suponiendo que la bacteria tiene forma
esférica, resulta que Fy = 6zyrv, en donde # es la
viscosidad del agua (= 0.001 Pa s), r es el radio de la
bacteria (= 1 um) y v es la velocidad (= 25 um/s). De
este modo, la fuerza que debe desarrollar la bacteria
es de al menos Fy, = 5x10%% N. La luz, como ya
vimos, ejerce una fuerza sobre un absorbente
perfecto igual a Fi,; = W/c, por lo que la fuerza F; =
5x10% N que podria detener a una bacteria se logra
con una potencia de la luz igual a W = 0.15 mW. Si
consideramos que un apuntador laser tipico utilizado
en salones de clase tiene una potencia de W =1 mW,
entonces vemos que las fuerzas ejercidas por la luz
pueden ser Utiles en la practica a nivel celular y
molecular.

Las pinzas (o trampas) épticas estan constituidas
por un haz de laser (longitud de onda en el infrarrojo,
A ~1 pm, para estudios biofisicos) que es fuertemente
enfocado por medio de un objetivo de microscopio
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de alta apertura numérica (AN > 1), de modo que el
didmetro del haz es reducido hasta alcanzar el
tamafio minimo establecido por la difraccion éptica
(~M2). Al interaccionar con el haz enfocado,
particulas de materiales dieléctricos (tales como
vidrio, plastico e inclusive células vivas) de tamafio
micro y nanomeétrico son atraidas hacia el punto focal
del laser y confinadas en las tres dimensiones
espaciales, resultando atrapadas efectivamente [5].
Las particulas que pueden ser capturadas con pinzas
Opticas tienen tamafios entre ~50 nm-10 pm, por lo
que una proteina globular tipica (100 kDa de peso
molecular, 6 nm de diametro) no puede ser atrapada
por el laser de manera directa. Para manipular
moléculas individuales con pinzas épticas, se une de
manera especifica la molécula de interés a una
microesfera de plastico que si es posible atrapar (ver
Figura 2A).

Una pregunta sobre la cinesina

Estudios realizados con extractos celulares han
establecido que mdltiples cinesinas, asi como
motores moleculares de otros tipos, se encuentran
unidos a una misma vesicula tipica del citoplasma
[13]. Por tanto, para comprender como ocurre el
funcionamiento de la cinesina dentro de la célula es
importante considerar el transporte de un mismo
cargamento efectuado por varias copias de la
cinesina. En este sentido, experimentos in vitro han
encontrado que grupos de cinesinas actuando sobre
un mismo cargamento contribuyen a incrementar la
distancia recorrida sobre un MT en comparacion a un
solo motor [13]. En cambio, cuando motores de
diferentes tipos como cinesinas y dineinas actGan
sobre una misma vesicula se establece una
competencia entre los movimientos anterogrado
(debido a la cinesina) y retrogrado (debido a la
dineina), lo que resulta en una alternancia en la
direccion de los desplazamientos de la vesicula sobre
el MT [13].

En nuestro laboratorio nos hemos hecho la
pregunta: ,Como se modifica el transporte de un
cargamento al ser efectuado por una o varias
cinesinas? Intentaremos responder esta pregunta
mediante estudios in vitro manipulando cinesinas
individuales con nuestro sistema de pinzas Opticas.

Cbémo emplear las pinzas 6pticas para estudiar a
la cinesina

Para nuestros estudios in vitro empleamos
cinesinas recombinantes y MTs polimerizados a
partir de tubulina disponible comercialmente. El
sistema de pinzas Opticas desarrollado en el IPICYT
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es totalmente funcional y cuenta con un sistema de
video microscopia de campo claro que produce
imagenes de alto contraste y minimo ruido [6], lo
cual es ideal para el seguimiento de micro y
nanoparticulas. A continuacion se  describe
brevemente el protocolo experimental para llevar a la
cinesina al sistema de pinzas Opticas (ver también
Fig. 2A-E). Para mayor informacion se sugiere
consultar las referencias 21 y 22.

Lcubreobjeto |

VP

Figura 2. Interrogando una cinesina mediante pinzas opticas y
protocolo del ensayo de motilidad. A) Diagrama del ensayo de
pinzas dpticas, en donde el laser sujeta una microesfera que une
una cinesina. En presencia de ATP la cinesina avanza sobre el
microtUbulo hacia el extremo + (flecha horizontal), desplazando la
esfera de su posicion respecto al centro del laser. Este
desplazamiento (Ax) revela la distancia recorrida, asi como
permite determinar la fuerza desarrollada por el motor. El
protocolo para llevar a cabo este ensayo incluye: contar con
cinesina recombinante etiquetada con 6xHis (B); recubrir
microesferas de poliestireno con anti-6xHis (C); polimerizar
microtdbulos e inmovilizarlos sobre la superficie de un
cubreobjeto (D); y formar complejos esfera-cinesina (E), los
cuales pueden llevar una o varias cinesinas.

Partimos de cepas de Escherichia coli
transformadas con un plasmido que contiene el gen
que codifica para una cinesina derivada de la cadena
pesada de la cinesina convencional de Drosophila
melanogaster (DmK): DmK401. Al ser expresado el
gen, la proteina contiene los primeros 401
aminodcidos de la cinesina de DmK [6] e incluye el
dominio motor asi como una region de dimerizacion
que permite la formacion del dimero necesario para
obtener la cinesina funcional. La proteina incluye una
etiqueta de seis histidinas (6xHis) en el extremo C-
terminal, la cual es utilizada para purificar la proteina
por afinidad, asi como para unir el motor a
microesferas de poliestireno mediante el uso de
anticuerpos (Fig. 2B,E).
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Para investigar el transporte de cargamento
efectuado por la cinesina sobre MTs, se construye
una microcelda formada por las superficies de un
portaobjeto y de un cubreobjeto, separadas entre si
por una distancia pequefia (~100 pm) mediante cinta
adhesiva de doble cara. Las superficies interiores de
la microcelda se recubren con MTs (Fig. 2D),
inmovilizados recubriendo al vidrio con L-polilisina.
Después, insertamos en el espacio entre las dos
superficies de vidrio una solucién coloidal de
microesferas  dispersas en  una  solucion
amortiguadora apropiada (que contiene ATP). Las
microesferas (500 nm de didmetro) son de
poliestireno y lleven unidas una 0 mas moléculas de
cinesina DmK401, en donde la cinesina se une a la
esfera mediante una union 6xHis-anticuerpo (Fig.
2E).

Utilizando pinzas opticas capturamos una de las
microesferas cubiertas con cinesina y la colocamos
sobre un MT (Fig. 2A), esperando a que por difusion
rotacional la cinesina unida a la esfera encuentre la
superficie del MT. Cuando la cinesina se une al MT
emplea el ATP disponible en el medio para avanzar
sobre el MT y acarrear consigo a la microesfera.
Observamos el avance de la microesfera acarreada
por cinesina sobre el MT mediante la imagen
producida por el microscopio (no observamos a la
cinesina ya que es muy pequefia). En este punto del
ensayo podemos realizar dos tipos de experimentos:

a) Obturamos el laser de la pinza éptica, por lo
que la cinesina avanza sobre el MT hasta que (en
un evento probabilistico) deja de estar unida al
MT, evento que podemos identificar con facilidad
ya que la esfera comienza a difundir (la posicion
de la microesfera cambia de manera estocéstica).
Este tipo de experimento nos permite medir la
distancia total recorrida por la cinesina cada vez
que se une aun MT.

b) Mantenemos la pinza dptica encendida, por
lo que al avanzar la cinesina sobre el MT la
fuerza del laser sobre la microesfera incrementa
de manera proporcional a la distancia recorrida
por el motor. Con este ensayo podemos medir
tanto el desplazamiento efectuado como la fuerza
desarrollados por la cinesina durante su avance
sobre el MT (ver Figura 3).

¢Como se modifica el transporte de cargamento
cuando en vez de una cinesina participan varias
de ellas?

Para responder esta pregunta realizamos
experimentos en los que medimos el desplazamiento
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y la fuerza desarrollados por la cinesina (empleando
la metodologia descrita en la seccion anterior) con la
participacion de un solo motor o de varios motores
[21,22]. Es importante notar que en nuestros
experimentos unimos motores de cinesina a las
microesferas mediante incubaciones aleatorias, en
donde el resultado final es que el niUmero de motores
por esfera estd exponencialmente distribuido (es
decir, la probabilidad de que una esfera tenga n
motores es: P = exp(-A) A"/n!, en donde A es el
nimero promedio de motores por esfera y n! es el
factorial de n). Suponiendo esta distribucion, es
posible determinar la probabilidad de que las
microesferas lleven dos 0 mas motores, P(> 2) [23].
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Figura 3. Desplazamiento y fuerza desarrollados por una
cinesina individual. Se muestran seis ejemplos de desplazamiento
y fuerza (linealmente proporcional al desplazamiento)
desarrollados por una cinesina individual, obtenidos mediante el
sistema de pinzas 6pticas. Cada evento inicia con la microesfera en
la posicion central del laser (desplazamiento igual a cero). La
distancia y la fuerza incrementan a medida que la cinesina avanza
sobre el microtdbulo y acarrea a la microesfera. En cada uno de los
seis registros se distinguen los pasos individuales de 8.2 nm
efectuados por la cinesina. La distancia entre las lineas
horizontales azules es 8.2 nm. Figura adaptada de la Ref. 6.

Experimento de distancia

Medimos la distancia recorrida por la cinesina en
dos situaciones diferentes. Primero, con condiciones
tales que n = 0.7 (un promedio de 0.7 cinesinas por
esfera). A partir de repetidas mediciones, obtuvimos
el valor promedio para la distancia recorrida por
esferas acarreadas por la cinesina: L = 529 + 33 nm
(datos no mostrados). Después, repetimos el
procedimiento para el caso n = 2.0 (un promedio de 2
cinesinas por esfera). Al analizar los datos,
obtuvimos el valor promedio para la distancia
recorrida: L = 588 + 46 nm. Por lo tanto, observamos
que al incrementar la probabilidad de participacion
de dos motores 0 mas (de P(>2) = 0.02 a 0.12) la
distancia de avance promedio aumentdé de manera
marginal (10%). Sin embargo, se registraron eventos
en donde la distancia recorrida fue de 6.8 pm o
mayor. Estos resultados sugieren que si bien puede
haber mas de una cinesina por esfera, la probabilidad
de que estas cinesinas participen de manera
simultanea en el transporte del cargamento es baja.
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Experimento de fuerza

Ahora medimos con pinzas oOpticas la fuerza
desarrollada por la cinesina, también en dos
situaciones diferentes. Primero, con n = 0.3
(promedio de 0.3 cinesinas por esfera). Observamos
eventos en donde la fuerza méxima desarrollada es
de 7 pN, correspondiente a lo que ya se conoce es
capaz de ejercer una cinesina de manera individual
(ver Figura 3). Al repetir el procedimiento para el
caso n = 4.6 (un promedio de 4.6 cinesinas por
esfera), observamos el desarrollo de fuerzas mayores
a 12 pN (ver Figura 4). Estos resultados indican que
al aumentar el ndmero de cinesina por esfera se
presentan eventos en donde la fuerza desarrollada por
los motores aumenta de manera significativa respecto
al caso de motores individuales (12 pN vs 7 pN). Sin
embargo, al realizar un andlisis de cientos de eventos
para el caso n = 4.6 observamos que las instancias en
donde se presentan fuerzas mayores a 7 pN ocurren
el ~10% de las veces (estos datos no se muestran).
De aqui reforzamos nuestra concluision del
experimento anterior: es baja la probabilidad de
participacién simultanea de multiples cinesinas en el
transporte de un mismo cargamento.
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Conclusiones
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