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Resumen:

Por inmunofluorescencia se estudié la distribucion del citoesqueleto en macréfagos
activados, con fagosomas de diferentes tamanos e infectados con Leishmania.
También se evaluaron los niveles de actina y tubulina en los mismos grupos. Se
encontré que fagosomas grandes alteran la distribucion del citoesqueleto sin afectar

niveles de actina y tubulina.

Palabras clave: Citoesqueleto, fagosomas, Leishmania, macréfagos.

Abstract

Cytoskeleton distribution was studied in macrophages activated, with phagosomes of
different size and infected with Leishmania parasites by immunofluorescence. We
also evaluated actin and tubulin protein levels in the same groups. We found that big
phasosomes alter cytoskeleton distribution without affect actin and tubulin levels.

Keywords: Cytoskeleton, phagosomes, Leishmania, macrophages.



CONTENIDO

1. INTRODUCCION

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

2.2 Objetivos especificos

3. JUSTIFICACION

4. HIPOTESIS

5. MARCO TEORICO

5.1. Leishmaniosis

5.2. Macroéfagos y sistema inmune

5.3. Infeccién de macréfagos por Leishmania sp
5.4. Tréfico vesicular

5.5. Citoesqueleto

5.6.Fagocitosis y maduracion del fagosoma

6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.1.Cultivo de macrofagos
6.2. Cultivo de parasitos
6.3. Infeccién de macréfagos por L. amazonensis y L. braziliensis

6.4. Fagocitosis de particulas de latex

10
12
14

17

17

17

17

18



6.5. Activacion de macrofagos 18

6.6.Marcaje de microfilamentos y microtabulos por inmunofluorescencia 19
6.7. Determinacion de los niveles de las proteinas 20
6.7.1. Extraccion de proteinas por lisis celular 20
6.7.2. Precipitacion de proteinas para luego concentrarlas 22
6.7.3. Separacion de proteinas por Electroforesis en gel de Poliacrilamida (PAGE) 22
6.7.4.Electrotransferencia de las proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa 22
6.7.5. Western blot para detectar las proteinas actina y tubulina del macréfago 23
6.7.6. Andlisis de las intensidades de las bandas obtenidas por Western blot 23
7. RESULTADOS Y DISCUSION 25

7.1. DISTRIBUCION DE CITOESQUELETO 25

7.2. NIVELES DE TUBULINA'Y ACTINA 37

8. CONCLUSIONES 45

9. BIBLIOGRAFIA 46



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Citoesqueleto de macrofagos de raton A174. 26

Figura 2. Ensayo de activacién de macréfagos J774.A1 27
Figura 3. Citoesqueleto de macrofagos activados con LPS ¢ INF- 29

Figura 4. Citoesqueleto de macrofagos de ratonJ774 del grupo de fagocitosis F1 29
Figura 5. Citoesqueleto de macrdéfagos de raténJ774 del grupo de fagocitosis F2 30
Figura 6. Citoesqueleto de macréfagos de raténJ774 del grupo de fagocitosis F3 30
Figura 7. VP de macroéfagos infectados por Leishmania braziliensis 72 hpi y Leishmania 32

amazonensis 24 hpi

Figura 8. VP de macréfagos J774.Al en los diferentes tiempos de infeccion por Leishmania 32
braziliensis

Figura 9. Citoesqueleto de macréfagos de raténJ774 infectados con Leishmania amazonensis 33
Figura 10. Citoesqueleto de macréfagos de raténJ774 infectados con Leishmania brazilB2nsis

Figura 11. Western blot detubulina yoa-tubulina después de lisis con los buffers de 38
lisis NP40, RIPA, 5P8

Figura 12. Western blot de actina después de lisis con los buffers de lisis NP40, 5P8, 38
triton X-100 y RIPA

Figura 13 Niveles de las proteinas tubulina y actina determinados por Western blot 40
Figura 14. Examen de los residuales de niveles de actina en todos los grupos experimentales 41

Figura 15. Diagrama de cajas de niveles de actina 42



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Volumenes de los fagosomas generados con los diferentes tratamientos
(reportados por Nifio et al,2003)

Tabla 2. Volumenes de los fagosomas en los diferentes grupos experimentales
(reportados en este trabajo)

Tabla 3. Cuantificacion de proteina total en todos los grupos experimentales

18

31

39



1. INTRODUCCION

Leishnania, es un protozoario que constituye un problema serio de salud publica en Colombia
y otros paises. Los parasitos del género Leishmania son patégenos responsables de un
espectro diverso de enfermedades humanas diseminadas globalmente, las Leishmaniosis,
cuyo mayor impacto se da en paises en vias de desarrollo. Desde 1993, las zonas donde
Leishmania es endémica se han expandido y ha habido un incremento en el nUmero de casos
reportados de infeccién conjunta de Leishmania y HIV-SIDA. Hasta la fecha, no hay una
vacuna eficaz contra las Leishmaniosis y los tratamientos farmacoldgicos disponibles tienen
problemas relacionados con resistencia del parasito, alto costo y toxicidad (Velez et al, 2005).
En Colombia los casos por afio de Leishmaniosis cutanea, se han duplicado en la ultima
década y en mayo del 2005 una epidemia de esta enfermedad fue detectada en la Guajira
(Informe epidemioldgico nacional 2005 y 2009). El aumento de las Leishmaniosis pued
explicarse por factores que alteran el ciclo natural de los vectores que transmiten esta
enfermedad, el nivel de contacto de la poblacién humana con estos y la biologia del parasito y
el huésped ademas de factores sociales y politicos. Desde las ciencias basicas se puede
contribuir con estudios que aporten mayor comprension sobre la fisiologia de la relacion
Leishmania — macrofago. Es importante estudiar aspectos relacionados acoémo los
protozoarios intracelulares logran adaptarse a sus células huésped. En particular, los
mecanismos que permiten que Leishmania se adapte a su célula huésped (macréfago)
confinado en un compartimiento intracelular de gran volumen, llamado vacuola parasitofora
(VP) donde las condiciones de pH y la presencia de altas concentraciones de enzimas

proteoliticas lo convierten en uno de los ambientes mas hostiles.

Las infecciones por Leishmania amazonensis (Liew et al,1993) y Leishmania bsazilie
(Nifio 2003, Nifio y Camacho 2003, Nifio y Camacho 2004) disminuyen la produccion de
oxido nitrico (NO) por macrofagos activados y ésta se asocia con un aumento del volumen de



la vacuola parasitofora. Hallazgos en cuanto a la ubicacion intracelular de la enzima 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS), sugieren que el volumen de la vacuola parasitéfora es un
factor importante, el cual puede interferir en su correcta ubicacion y podria reflejar

alteraciones del trafico vesicular (Nifio et al, 2007).

Al comparar diferentes volumenes de fagocitosis de particulas de latex se evidencian efectos
contrastantes. El grupo que produce un volumen de fagosor@uaé (F1), no reduce la
produccion de NO, indicando que la caida en NO, es especifica de la infeccién. Para los
grupos k y Fs de134um®y 360 um?®, respectivamente donde los volimenes del fagosoma son
iguales o mayores al volumen de la vacuola que contienea L. amazonensis la produccion de
NO se redujo en un 63% y en un 99%, respectivamente (Camargo 2000). Con estos resultados
se puede concluir que el volumen del fagosoma se asocia con la disminucion en la produccién
de NO. Cunha y colaboradores mostraron que la expresion de la sintasa de NO en macrofagos
decae después de la ingestion de particulas de tinta (Cunha et al, 1993). Se ha argumentado
gue un control estricto de la produccion de NO previene dafio autoinmune, pero hasta donde
se sabe esta es la primera vez que esta regulacién negativa ha sido asociada con el volumen
del fagosoma (Camacho et al, 2000, Camargo et al, 2000, Nifio et al,2003, Nifio y Camacho
2003, Nifio y Camacho 2004). Se ha descrito la colocalizacion de iINOS con particulas de
latex como un proceso dependiente de actina, ya que al romper los microfilamentos con
citocalasina D se inhibe el reclutamiento de INOS a los fagosomas posiblemente por
alteraciones en el citoesqueleto de actina (Milleret al,2004). Recientemente se ha demostrado
que algunas proteinas de andamiaje de INOS, como EBP50 (Ezrin/radixin/moesin (ERM)-
binding phosphoprotein 50), interactiian con actina. Por otra parte, durante la infeccion con
Mycobacterium tuberculosis hay inhibicibn en el reclutamiento de esta proteina hacia
fagosomas nacientes, lo cual no ocurre cuando hay fagocitosis de particulas de latex,

indicando que es especifico de la infeccion (Alexander et al, 2007).

Tanto en la infeccion por L. amazonensis como en fagocitosis de particulas de latex de gran
tamafio se han observado alteraciones del trafico vesicular. En el caso de la infeccion por L.
amazonensisse ha evidenciado una disminuciéon en la gemacion de vesiculas y en la
generacion de lisosomas secundarios (Barbieri et98l)), asi como una alteracion en el

trafico de proteinas desde el complejo de Golgi hasta la membrana plasmatica (Misra et al.,



2005), mientras que en la fagocitosis de material inerte no digerible, se observa disminucién o
pérdida de la plasticidad de la red lisosomal (Knapp & Swanson, 1990). Por tanto, el volumen
del fagosoma puede ser critico en el resultado de la interaccién entre Leishmania y su célula
huésped. Peters ycolaboradores mostraron que la liberacion de un proteofosfoglicano por
Leishmania mexicana, puede contribuir a la expansion del fagosoma (Peters et al,1997). Sin
embargo, solo datos recientes pueden explicar por qué vacuolas enormes ofrecen ventajas. En
macrofagos deficientes en actividad de Rab5 GTPasa, que esta involucrada en una adecuada
maduraciéon del fagosoma, Leishmania donovani genera fagosomas gigantes, similares a los
normalmente causados por L. amazonensis. Dentro de estos fagosomas gigantes la
supervivencia del parasito fue considerablemente mejor (Duclos et al,2000). Los autores
sostienen que las vacuolas enormes reducen la posibilidad de concentrar enzimas y radicales
importantes y esta dilucién favorece la supervivencia del parasito. En nuestro grupo tenemos
evidencia que en cultivo in vitro se observa que la tasa de replicacion de L. amazohensis
braziliensis se asocia con el volumen del fagosoma, es decir, a mayor volumen mayor tasa de

replicacion.

El macrofago entre otras muchas funciones tiene la capacidad de secretar citoquinas que
pueden actuar de manera autocrina, paracrina o endocrina; por tanto una alteracién en tiempo
0 concentracién de la produccion de estos mediadores quimicos puede definir el perfil de
respuesta inmune y el resultado de la infeccion. Las alteraciones en tiempo y concentracion de
citoquinas, pueden deberse a un trafico vesicular defectuoso mediado por la presencia de un
fagosoma de gran tamafio que contiene al parasito. Siendo el citoesqueleto un componente
importante del trafico vesicular, es conveniente determinar si hay alteraciones tanto en los
filamentos de actina como en los microtibulos y cdmo se relacionan éstas con la secrecién de
mediadores quimicos, comparando volumenes variables de fagosomas de Leishmania

particulas inertes.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el impacto del volumen de la vacuola parasitofora en la distribucion de los
filamentos de actina y microtubulos en macréfagos J774A.1 infectados con L. amazonensis,

L. braziliensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la distribucion de los filamentos de actina y los microtubulos a diferentes
tiempos en los grupos experimentales;
B Macréfagos Control
Macréfagos Activados
Macroéfagos Infectados con Leishmania amazonensis,

Macroéfagos Infectados con Leishmania braziliensis

Macrofagos con fagosomas de diferentes tamarios.

2. Evaluar los niveles de las proteinas tubulina y actina en cada uno de los grupos

experimentales.



3. JUSTIFICACION

Los pardsitos del género Leishmania son responsables de enfermedades conocidas como
Leishmaniosis que en Colombia van en aumento y para las cuales no hay vacunas efectivas y
los farmacos son ineficientes (Vannier-Santos et al, 2002). La aparicion exponencial de
resistencia de algunas cepas a la quimioterapia clasica para el tratamiento de Leishmaniosis y
los altos costos de las medidas para el control de vectores transmisores de la enfermedad,
hacen necesaria una mejor comprension de la relacion entre Leishmania y su célula huésped
para la generacion de herramientas para el control de este parasito (Cortazar et al, 2000). La
supervivencia o no de Leishmania depende, entre otras, de la funcion de la membrana
plasmatica del macrofago junto con su trafico vesicular dada su importancia en la capacidad
del macréfago para sefalizar al resto del sistema inmune. Por tanto, es importante explorar si
voliumenes grandes de fagosomas alteran la distribucion de los filamentos del citoesqueleto y
por tanto el trafico vesicular de efectores quimicos por parte de macréfagos infectados, lo cual

disminuiria la secrecion y con esto se podria comprometer la respuesta inmune.

En la infeccion del macréfago por parte de la especie Leishmania donovani se handmcontra
alteraciones en el citoesqueleto de actina. Rodeando al fagosoma que contiene a L. donovani
se observa una acumulacién dadna (luego de estimulacién por lipofosfoglicano (LPG)

del parasito) varias horas después de la fagocitosis, lo cual retarda la maduracion del
fagosoma, favoreciendo la supervivencia del parasito (Holm et al,2001).

Esta podria ser una estrategia del parasito para sobrevivir a un ambiente tan hostil, como es el
fagolisosoma con pH acido y alto contenido de enzimas lisosomales. El amastigote carece de
LPG, pero posee en la superficie un glicocaliz quimérico formado de glicolipidos del parasito

y glicolipidos adquiridos del hospedero. Adicionalmente estan presentes fosfolipidos como
fosfatidilserina e inositolfosfoceramida del parésito, siendo estos ultimos los mas importantes
en la proteccion contra hidrolasas lisosomales (Naderer et al, 2008). Al intervenir
componentes tan importantes para la supervivencia del parasito como formacion de la F-

actina alrededor del fagosoma se podrian generar herramientas para controlar la infeccion.



Determinar la especificidad de estas respuestas permitiria saber qué procesos son especificos
de la infeccion y por tanto susceptibles de intervencion, ademas mejorara la comprension

sobre la naturaleza de la respuesta inmune.

4. HIPOTESIS

La presencia de grandes volumenes de vacuola parasitofora induce alteraciones en la
distribucion de filamentos de actina y microtdbulos del macréfago durante la infeccién con
Leishmania. Estas alteraciones son mas acentuadas en macrofagos con vacuolas grandes, en

las cuales se reclutan proteinas del citoesqueleto.



5. MARCO TEORICO

5.1 Leishmaniosis

Las Leishmaniosis son enfermedades parasitarias causadas por protozoarios del género
Leishmania y transmitidas a través de la picadura de insectos de diferentes especies de la
familia Phlebotominae. Los parasitos del género Leishmania se agrupan en dos subgéneros:
Vianniay Leishmania (Lainson & Shaw, 1987). En el subgénero Leishmania estan agrupadas
todas las especies del viejo mundo y algunas del nuevo mundo. Las especies del subgénero
Viannia se distribuyen exclusivamente en el nuevo mundo (Lainson & Shaw 1987, Grimaldi

et al, 1989).

Las especies del género Leishmania son parasitos digenéticos cuyo ciclo vital incluye un
huésped vertebrado y uno invertebrado, mostrando dos formas evolutivas: amastigote y
promastigote. La transmision al huésped vertebrado ocurre por picadura de la hembra vector
infectada, que inyecta promastigotes metaciclicos. Una vez dentro del huésped mamifero, el
parasito entra en el macréfago donde se transforma en amastigote replicativo (Alexander et al,
1999). Estos parasitos tienen gran impacto en la salud publica de regiones tropicales y
subtropicales. Afectan 88 paises de los cuales 72 son considerados como paises en via de
desarrollo, incluyendo 13 menos desarrollados. La epidemiologia de la enfermedad es
compleja con 20 especies de Leishmania que son patogénicas para el hombre y 30 especies de

vectores identificados hasta ahora.

Este protozoario produce diferentes formas clinicas que se manifiestan por compromiso
visceral o tegumentario dependiendo de la especie implicada en la infeccion como del estado
inmunoldgico del huésped. Las formas clinicas con compromiso tegumentario se dividen en
tegumentaria del viejo mundo y americana (LTA). La LTA segun la organizacion mundial de

la salud se encuentra entre las diez enfermedades infecto parasitarias de mayor importancia,
no solamente por la frecuencia sino también por las dificultades terapéuticas, las
deformidades y las secuelas fisicas que puede causar (WHO, 2004). Desde 1993, las zonas
donde Leishmania es endémica se han expandido y ha habido un incremento en el nimero de



casos reportados de infeccion conjunta de Leishmania y SIDA. Hasta la fecha, no hay una
vacuna eficaz contra estas enfermedades y los tratamientos farmacologicos disponibles tienen

problemas relacionados con resistencia del parasito, alto costo y toxicidad (Velez et al, 2005).

5.2 Macroéfagos y sistema inmune.

Los macréfagos son células con amplia capacidad fagocitica que, generan sefiatpdague re

crecimiento diferenciacion y muerte de otras células del sistema inmune. Ademas de su
capacidad fagocitica son eficientes presentadores de antigenos tanto de origen intracelular
como extracelular. Por tal motivo representan un puente entre la respuesta inmune innata y la

respuesta inmune adquirida.

Seguido el estimulo endocitico el macrofago es capaz de liberar una gran variedad de
productos incluyendo enzimas como lizosimas, proteinasas neutras, otros metabolitos que
contribuyen a la inflamacién y a la reparacion del tejido. También liberancitoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias con efectos directos sobre el tipo de respuesta humoral,
induccion de proliferacion y diferenciacion de linfocitos, y activacion de macréfagos (Aderem
et al, 1999).

Ademas de presentar antigenos y hacer fagocitosis los macrofagos cuentan con mecanismos
dirigidos a la eliminacion de patdégenos intracelulares. Para esto se activan de forma clasica
como respuesta a lipopolisacarido (LPS) bacteriano y citoquinas, particularmente interferon
gamma (IFNy) producido por células NK (natural killer) y linfocitos T (Roittet al, 1991).

Los macrofagos activados secretan a su vez factores involucrados en la eliminacion de
microorganismos y la regulacién de la respuesta inflamatoria (Johnston, Kitagawa 1994;
Langermans et al, 1994) como factor de necrosis tumoral alfa ¢JNBtros mecanismos
microbicidas del macréfago son los oxigeno-dependientes, entre los cuales se encuentran la
produccion de intermediarios de oxigeno y nitrégeno, como peroxido de hidrog€nd yH

NO respectivamente (Langermans et al, 1994; Reiner et al, 1994), para lo cual la activacién
de los macréfagos es esencial.



Junto con los cambios descritos durante la activacion algunas citoquinas pueden ejercer
efectos sobre el citoesqueleto de células precursoras de macrofagos (células HL-60). En
células HL-60 hay alteraciones en la progresion del ciclo celular y distribucién de F-kctina a
ser expuestas a las citoquinas G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor) y GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). La distribucion de F-actina cambia y se
evidencia por el incremento del marcaje de F-actina en el citoplasma y disminucién en la
periferia celular (Grzanka et al, 2007). La importancia de proteinas del citoesqueleto durante
la diferenciacion de macréfagos es evidente cuando se induce con PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate) su diferenciacion a partir de células HB-&€tina se trasloca desde el
citoplasma hacia el nucleofavoreciendo el reclutamiento de RNA polimerasa Il en algunos
genes, para iniciar su transcripcién. Estos resultados muestran que beta actina no solo es
componente estructural de la célula sino también participa en la regulacién de la transcripcion

durante la diferenciacion de células HL-16 (Xu et al, 2010

5.3 Infeccién de macrofagos por Leishmania sp

Al infectar al huésped mamifero, Leishmania interactda con la matriz extracelular mediante
receptores de laminina y activa la produccion de anticuerpos dando como resultado su
opsonizacién por proteinas del complemento; de esta manera los parasitos son reconocidos
por receptores Cl, Cll y CIll, que se expresan en la superficie del macrofago (Aettaine

1998).

La fagocitosis de promastigotes y amastigotes es dependiente de la polimerizacion de actina.
Cuando ocurre este proceso hay una aparicion rapida de F-actina rodeando lavacuola
parasitéfora (VP). En el caso de la fagocitosis de L. amazonensis, L. donovani y Ldenajor

30 a 60 minutos después de la infeccién (en macrofagos derivados de medula 6sea) la cubierta
de F-actina se reduce considerablemente (Courret et al, 2002). Sin embargo, otros autores
(Holm et al.,, 2001) proponen que durante las primeras dos horas post-infeccion en
macrofagos derivados de médula 6sea el compartimiento que contiene a L. donovani tiende a
no fusionarse con compartimentos de la red endolisosomal, esta es una respuesta mediada por
lipofosfoglicano (LPG). El LPG del paito retarda la despolimerizacion del citoesqueleto de

actina que rodea el fagosoma evitando asi su fusion temprana con endosomas.



Luego de 2 horas post-infeccion la VP adquiere caracteristicas de endosoma tardio tales

como: pH &cido, las hidrolasas cathepsina B, C, D, E, H, L y los marcadores lisosomiales
LAMP1 y LAMP2 (Alexander et al,1999);esta maduracion permite entonces denominarlo
fagolisosoma. En cuanto a la morfologia de la VP las especies de Leishmania se diferencian;
algunas especies del sébgro Leishmania como L. amazonengik. mexicana presentan VP

de gran volumen con varios parasitos en su interior, especies como L. braziliensis presentan
una VP individual que rodea estrictamente al amastigote. A pesar de que muchos patégenos
son eliminados en endosomas tardios, Leishmapia sobrevivir y multiplicarse al interior

del macrofagoal evadir los mecanismos microbicidas de estas células, que en primera
instancia estdn programadas para destruirlo.Ademas induce cambios en el metabolismo del
macrofago que favorecen la replicacion del amastigote.El amastigote adquiere aminodacidos,
poliaminas, purinas, vitaminas, esfingolipidos y otros nutrientes del lumen del fagolisosoma a
través de endocitosis o de transportadores de membrana para satisfacer sus requerimientos

nutricionales (Naderer et al,2008).

Leishmania spp. ha desarrollado mecanismos para evadir o interferir con el proceso de
presentacion de antigenos del macrofago, permitiendo resistir parcialmente a la respuesta
inmune mediada por células T. EI macréfago es su principal célula hospedera aunque también
se ha observado la presencia de amastigotes de Leishmania dentro de células dendriticas. Las
células dendriticas han sido descritas como potentes activadoras de linfocitos T virgenes
(naive). Sin embargo, algunas especies de Leishmania infectan células dendriitnchecsin

su maduracion e impiden la migracion, lo cual, puede retardar la respuesta inmune adaptativa
ya que ambos procesos son necesarios para la activacién de células T virgenes (Amtoine et a
2004).

5.4 Tréfico vesicular

El trafico vesicular hace referencia a todos aquellos procesos y estructuras encargadas de la
distribucion y correcta ubicacion de las proteinas en los diferentes compartimientos celulares.
Dentro de los procesos se cuenta la secrecién de proteinas que pueden ser de dos tipos:

solubles o de membrana. Las proteinas integrales de membrana son insertadas en la
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membrana del reticulo endoplasmético rugoso durante su sintesis; algunas permanecen alli
(proteinas estructurales o enzimas del reticulo endoplasmatico) y otras son enviadas hacia la
membrana plasmatica o a membranas del reticulo endoplasmatico liso, complejo de Golgi,
lisosomas o endosomas. Las proteinas destinadas para secrecidn son empacadas en vesiculas
transportadoras que salen del reticulo a manera de yemas y se fusionan unas con otras para
formar una nueva cisterna cis del Golgi. Cada cisterna cis del Golgi, con su contenido
proteico, se mueve desde la superficie cis hasta la superficie trans del complejo de Golgi, por
un proceso no vesicular denominado progresion (cisternal progression). En todas las células,
algunas proteinas solubles se mueven a la superficie celular en vesiculas transportadoras y son
secretadas continuamente (secrecion constitutiva) y otras son almacenadas en vesiculas
secretoras y liberadas solamente después de una sefial estimuladora (secrecion regulada
(Burgess y Kelly, 1987).

Existen al menos tres tipos de vesiculas recubiertas, cada una con diferente tipo de proteina
de cubierta y transportan proteinas desde un organelo donador particular, a organelos-destino
especificos. Asi, vesiculas con cubierta COP Il (coat protein Il), transportan proteinas desde
el reticulo endoplasmatico al complejo de Golgi; vesiculas cubiertas con clatrina se forman
desde la membrana plasmatica o desde el trans-Golgi y se mueven hacia endosomas tardios; y
finalmente vesiculas con COP | (coat protein 1) que dirigen el transporte retrogrado de
proteinas dentro de las cisternas del Golgi y desde el Golgi hacia el reticulo endoplasmatico
(Lodish et al, 2000). Durante la formacion de estas vesiculas, las subunidades proteicas de la
cubierta se polimerizan alrededor de la cara citosolica de la vesicula en formacion ayudandola
a desprenderse de su organelo donante. Las proteinas cargo contienen secuencias sefal cortas
gue permiten establecer el tipo especifico de vesicula. Por dltimo, en la formacion de
vesiculas, proteinas de unién a GTP regulan la tasa de formacion de vesiculas (Lodish et al,
2000). Los mecanismos moleculares del trafico vesicular involucran proteinas de la
membrana del organelo donante, de las vesiculas y de la membrana aceptora; ellas permiten la
gemacion y fusion de vesiculas. Entre estas proteinas se cuentan proteinas SNARES, clatrina,
COPs y Rabs.

Las proteinas SNARES (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor adaptor protein receptor
son responsables del acercamiento de vesiculas a la membrana aceptora y de la catalisis de la
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fusién de las mismas. Funcionalmente son clasificadas como v-SNARES (SNARES de
vesiculas o del organo donante) y t-SNARES (SNARES de la membrana blanco), la
interaccion entre v-SNARE y t-SNARE conduce a la formacién de un complejo trans-

SNARE, caracterizado por un entrecruzamiento de sus dominios helicoidales, que permiten el
entrelazamiento de las membranas a fusionar (Pelhamet al, 2001). La especificidad con la
cual las SNARES interactian, determinan la especificidad del acercamiento de la vesicula y
de la fusién, de tal manera que definen la identidad de compartimientos y gobiernan la

transferencia ordenada del material durante el trasporte vesicular.

5.5 Citoesqueleto

El citoesqueleto es una red tridimensional de microtibulos, filamentos de actina y filamentos
intermedios que provee el soporte interno para las células, permite el movimiento a varios
tipos de células, anclan los organelos internos e intervienen en la divisién celular. Es una
estructura dinamica que mantiene la forma de la célula, facilita la movilidad celular por medio

de cilios y flagelos y la formacién de pseuddpodos y desempefia un importante papel en el

tréfico vesicular y en la division celular (Bray et al, 2001).

Los microtubulos (MT) son cilindros huecos formados por dimeros de alfa-tubulina y beta-
tubulina. Se polimerizan y despolimerizan afiadiendo o sustrayendo dimeros en su extremo
plus. Durante la division celular se encargan de mover los cromosomas, de ubicar o localizar
los organelos, de dirigir el movimiento de la célula por flagelos o cilios a través de
interacciones entre microtibulos. Tienen una funcibn muy importante en el trafico vesicular,
sirviendo como carriles para el movimiento de vesiculas. Esta udltima funcion de los
microtubulos depende en gran medida de su polaridad y orientacion, es decir, el extremo
minus hacia el centro y el plus hacia la periferia de la célula. Este trafico vesitaegs de
microtubulos esta dirigido por proteinas motoras de las familias de dineinas y quinesinas, las
cuales desplazan los organelos en direccion centripeta (hacia el centro de la célula) y
centrifuga (hacia la periferia de la célula), respectivamente. Las colas de las proteinas motoras
permiten su asociacion con receptores especificos de membrana en los organelos @argados, |
cual aumenta la especificidad de la direccion. Se ha identificado un receptor transmembranal

para quinesina, llamada quinectina, que funciona como molécula adaptadora. Igualmente un
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receptor para dineina, el complejo de dinactina. Los microtdbulos también son claves en la

organizacion del complejo de Golgi, que se localiza cerca del centrosoma (Allanet al, 2002).

Algunas GTPasas pequefias marcadoras de compartimentos especificos como las Rab se han
encontrado asociadas a proteinas motoras de microtubulos. Rab4a interactia con la region
central de la cadena liviana citoplasmatica de la dineina (Bielli et al, 2001). También se ha
reportado que Rabfilinall, un efector de Rabll, se alinea a lo largo de los microtubulos
(Doerflinger et al, 2003) y Rab5 regula la movilidad del endosoma sobre los microtibulos
(Nielsen et al, 1999). Estas proteinas Rab se asocian con fagosomas tempranos y pueden ser

fundamentales en el movimiento centripeto promovido por los microtubulos.

Los filamentos de actina (FA) se ensamblan a partir de mondémeros de actina. Existen como
filamentos o como redes que tienen un diametro de 7 nm. Se polimerizan a partir del extremo
plus y se despolimerizan por el extremo minus debido a las diferencias en la tasa de
polimerizacion y despolimerizacion. Interactian con otras proteinas filamentosas, permiten el
cambio de la forma de la célula, la movilidad, la contraccién y son importantes en la division

celular, y en conjunto con las cadenas de miosina acoplan la accion muscular.

La movilidad y la distribucion de los organelos no solo depende de los microtubulos, también
intervienen los filamentos de actina. Los filamentos de actina estan asociados a los endosomas
y los lisosomas. Se ha demostrado que endosomas y lisosomas se desplazan en una manera
dependiente de N-WASP, Cdc42 y proteina quinasa C (PKC). El trafico vesicular dado por
actina depende de miosina, proteinas motoras de actina, dentro de las cuales es muy
importante la miosina V. Se ha observado que los filamentos de actina permiten una
movilidad mas lenta y dirigida o localizada en una zona de la célula que generalmente
corresponde a regiones adyacentes a la membrana plasmatica, por tanto la movilidad mediada

por filamentos de actina es lenta y direccional mas que aleatoria (May et al, 2001).

El transporte a través de las dos vias, por MT y FA esta coordinado en gran parte por la
interaccion entre las proteinas motoras de ambos sistemas. La miosina VA (MyoVA) permite
el transporte de melanosomas y la organizacion del reticulo endoplasmatico liso. Sin

embargo, no es la Unica proteina motora involucrada. A través de la region homéloga a AF-
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6/con, MyoVA interactia con la cadena pesada de una kinesina, lo cual indica que hay una

coordinacién entre el trasporte de organelos basado en FA y en MT (Huang et al, 1999).

Se ha demostrado que tanto MyoVA como quinesina pueden unirse a vesiculas sinapticas en
rata (Futaki et al, 2004), también se ha reportado la colocalizacion en levaduras de MyoVA y

Smyl (proteina relacionada a la quinesina) en regiones de crecimiento polarizado en la célula.
La ventaja de la interaccidon entre los 2 sistemas de transporte es la posibilidad de cambiar
rapidamente de un transporte rapido de largo rango a través de MT a uno lento y mas

localizado mediado por FA tan solo activando una proteina motora y desactivando otra.

5.6 Fagocitosis y maduraciéon del fagosoma

El proceso de fagocitosis es un proceso mediado por receptore® Feeeptores del
complemento, en el cual las células fagociticas como los macréfagos internalizan particulas o
parasitos intracelulares (Aderem et al, 1999). La biogénesis del fagosoma ocurre por la
formacién de una red de actina que empuja la membrana plasmatica alrededor de la particula
(May et al, 2001). Después de la internalizaciébn de la particula, el fagosoma continua
madurando hasta convertirse en fagolisosoma, de manera que hay un cambio en la

composicién de proteinas especificas en la membrana del fagosoma (Desjardins et al, 1994).

El proceso de maduracion depende de la interaccion del fagosoma con la via endocitica, la
cual esta organizada como un continuo de organelos que van desde endosomas tempranos
hasta lisosomas. Los endosomas tempranos son organelos tubovesiculares que contienen en
sus membranas Rab5 o EEAL (early endosome antigen 1), el lumen es relativamente pobre en
proteasas y tienen pH de 6,0 aproximadamente. De los endosomas tempranos, las moléculas
destinadas para degradacion pasan a endosomas tardios. Los endosomas tardios son
multivesiculares, son mas acidos, alcanzando un pH de 5,5 y mas enriquecidos en enzimas
hidroliticas que los endosomas tempranos, y con las proteinas integrales de membrana Rab7,
Rab9, receptor de manosdedfato y LAMPs (lysosomal-associated membrane proteins),
estos ultimos son usados como marcadores de estos compartimentos. Los lisosomas son el
paso final en la secuencia endocitica. Estos organelos contienen la mayoria de proteasas y

lipasas activas, LAMPs y enzimas hidroliticas como catepsina D son extremadamente acidos
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(pHmenor de 5,5).La interacciéon entre fagosomas y endosomas comienza inmediatamente
después de la formacion del fagosoma. Se fusionan inicialmente con endosomas tempranos,

seguido de endosomas tardios y luego con lisosomas (Vieira et al,2002).

El intercambio de material transportado por vesiculas entre los compartimentos se da a través
de los microtubulos. La fagocitosis implica la pérdida de area de la membrana plasmatica, por
tanto debe existir un mecanismo que restablezca la cantidad de membrana en la superficie que
se da a través del reciclaje de membrana de vuelta a la superficie celular donde se formo el
fagosoma, lo cual se conoce como exocitosis focal (Mellman et al, 2000). Los MT patrticipan
en el proceso de fagocitosis al mediar el transporte de endosomas de reciclaje y desiculas
RER al sitio de formacién del fagosoma para cubrir la disminucién de membrana debida a la
internalizacion. Ademas proveen la via para el transporte del fagosoma durante su
maduracién preferentemente hacia el centro de la célula, aunque también pueden presentar

cierto movimiento bidireccional tanto in vivo como in vitro (Blocker et al, 1997).

Luego de la fagocitosis los filamentos de actina (F-actina) que rodean al fagosoma se
despolimerizan rdpidamente, 4-5 minutos después de ensamblarse en el fagosoma (Liebl et al,
2009), liberandose del fagosoma, eliminando asi la barrera fisica que impide la fusién con
endosomas y lisosomas. Mas aun, F-actina regula el comportamiento del fagosoma después
de la internalizacionproporcionando vias para su movimiento durantela maduracion (Vieira et
al, 2002). Se han encontrado varias proteinas de unién a actina tales como anexinas, actinina
y proteinas ERM en la membrana del fagosoma (Defacque et al, 2000). Varias isoformas de
miosina son reclutadas al fagosoma en tiempos diferentes después de la internalizacion. La
asociacion con miosina V se incrementa continuamente después de la captacién de la
particula, indicando su importancia mas en la dinamica del fagosoma internalizado que en el

mecanismo de internalizacion (Diakonova et al, 2002).

El transporte de organelos puede darse por proteinas motoras de actina y por proteinas
motoras de los microtubulos (Rogers et al, 2000). Los fagosomas pueden presentar 2 tipos de
movimiento, uno lento en la periferia de la célula, que ocurre poco tiempo después de la
fagocitosis y otro rapido que ocurre cuando el fagosoma alcanza el interior de la célula
(Blocker et al, 1997). El trasporte basado en microtubulos es responsable del movimiento de
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vesiculas de largo rango, mientras que el moviendo de vesiculas mediado por miosinas esta
restringido a un rango corto a lo largo de la actina cortical. La miosina V permite el anclaje de
fagosomas al promover la interaccion con F-actina y retrasar el cambio a la via mediada por

microtUbulos hacia la region périnuclear (Al Haddad et al, 2001).

En este trabajo se buscé valorar el impacto que el proceso de fagocitosis de un patdégeno
intracelular, Leishmaniao de una particula inerte (de latex), tiene sobre la distribuciéon
intracelular y la cantidad de actina y tubulina. Para esto se determiné la distribucién de
proteinas por ensayos de inmunofluorescencia y la cantidad relativa por ensayos de western
blot.
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.1 Cultivo de macrofagos

Macroéfagos peritoneales de ratén de la linea J774A.1 obtenidos a partir de la ATCC (TIB 67)
se mantuvieron en monocapa en botellas de Z5c38,5°C y 5% de C{Qempleando medio
RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) (Danovo o
Eurtroph) (Forero et al999). La viabilidad de los cultivos se verifico mediante el ensayo de

exclusion por azul Tripan.

6.2 Cultivo de parasitos

Se emplearon parasitos de las especies L. amazonensis cepa (FLA/BR/67/PH8) y L.
braziliensis cepa (HOM/BR/75M2903), donados @ADEIM, Cali, Colombia. Los parasitos

se sembraron en el estadio de promastigotes a una concentracién iniciatédella8/ml en

cajas de 25 cfen medio Schneider's suplementado con 10% (v/iv) de SFB (Nifio &
Camacho, 2005). Los cultivos se mantuvieron a 27° C hasta alcanzar fase estacionaria con

formacion de rosetas. En este punto se recolectaron para infeccion.

6.3 Infeccién de macrofagos por L. amazonensis y L. braziliensis

Se agregaron promastigotes en fase estacionaria en una proporcién 1:10 (células a parasitos),
a cultivos de macréfagos de un 80% de confluencia f8xd€r6fagos/ml), durante 4 horas a

una temperatura de 35,5° C y 5% L®osteriormente los cultivos se lavaron dos veces
usando 10 ml de RPMI, con el propdsito de retirar los parasitos no infectantes. Los cultivos se
mantuvieron bajo las mismas condiciones empleadas para la realizacion de la infeccién

durante 24 horas.
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6.4 Fagocitosis de particulas de latex

Para la obtencion de los grupos de macrofagos con diferentes volimenes de fagosoma

emplearon particulas de latex en diferentes proporciones y tamafios (Tabla 1)

S¢€

Grupo Didmetro de las particula] Macrofago/parasito o particular Tamafio del fagosoma
de latex

F. 3,2um 1:10 22 + 5um®

F, 6,4 pum 1:10 134 + 23um®

Fs 6,4 um 1:20 360+ 40pm®

L. amazonensis 1:10 133 pm®

L. braziliensis 1:10 50 um?®

Tabla 1. Tamafos de lo fagosomas generados con los diferentegetiteiarde infeccion con Leishmania y fagocitosis de
particulas de latex. El grupo de fagocitosipFoduce una vacuola de volumen similar a la que alberg®tatiliensis y el
grupo K produce una vacuola de volumen similar a la que albergamdzonensis (Camargo et al, 2000).

Para obtener los diferentes grupos de fagocitosis se realizd el siguiente procedimiento. Los

cultivos con un 80% de confluencia se expusieron a particulas de latex, en la proporcion y el

tamafio adecuado segun el grupo a obtener. Luego de 4 horas de exposicion, se realizaron tres

lavados usando 10 ml de RPMI libre de suero. A continuacion las células se resuspendieron y

centrifugaron a 300 rpm durante 5 minutos para eliminar las particulas que no pudieron ser

eliminadas mediante los lavados (Camatgd 2000, Nifi@t al,2003).

6.5 Activacién de macrofagos

Se sembraronmacréfagos en cajas de 6 pozos, a una concentracion He¢2idkdml.

Luego de 24 horas, se estimularon, usando 40 U/ml deg te\raton (SIGMA) y 10 ng/ml de

LPS de Echerichia coli (Sigma) en RPMI suplementado con 10 % de SFB. Los cultivos se

mantuvieron a 35,5°C y 5% de ¢@urante 24 horas.Unos de los productos de la activacion

clasica mas sencillos de medir son los nitritos. Para verificar la activacion se midié la
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produccion de nitritos24 horas después de activar, mediante la reaccion colorimétrica de
Griess, afadiendo 5@ de 0,1% de NZ-naftil) etilendiamina en acido fosforico5% y h0

de 1% de acido sulfanilico en acido fosférico 5% paraul@6 muestra. Posteriormente se
comparo el color rosado con una curva de calibracion para determinar la concentracion de

nitritos de la muestra.

6.6 Marcaje de microfilamentos y microtubulos para inmunofluorescencia

Para los ensayos de inmunofluorescencia se empledla metodologia de Gallego et al en 2007,
en la que se busca preservar adecuadamente los elementos del citoesqueleto, usando el buffer
de citoesqueleto (CBS) que consiste en 10mM MES, 138mM KCI, 3mM Mga8M EGTA

y 0,32M sacarosa. En el CBS se prepara el fijador paraformaldehido que estiuo gegc

forma puentes intermoleculares con los grupos amino libres de las proteinas de tal manera que

las protege y permite preservar la estructura de la célula como si estuviera viva.

Los macrofagos se platearon en laminas para IFI por 20 minutos; luego se fijaron con
paraformaldehido al 3,8% en CBS a 37°C por 20 minutos, se lavaron 5 veces con CBS. Luego
setrataron con NECI durante 10 minutos, se lavaron 3 veces con PBS. Se permeabilizaron
por 20 minutos con 0,6 % de Triton X-100 en PBS (Phosphate buffered saline). Se
bloquearon los sitios inespecificos con 10% de SFBen PBS durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios (anti-actina, anti-tubulina) en
dilucion 1:200 durante 2 horas a 37°C. La ubicacion espacial con respecto a los fagosomas se
estudié haciendo marcajes dobles con anticuerpos especificos contra cada filamento y contra
LAMP1 (anti-LAMP1, dilucion 1:200), proteina encontrada en la membrana de
compartimientos lisosomales. Los anticuerpos empleados fueron: anticuerpo monoclonal anti-
actina de Sigma (cédigo A4700) producido en ratdbn que reconoce un epitope ubicado en el
extremo C terminal de todas las isoformas de actina de una gran variedad de tejidos y
especies, anticuerpo monoclonal anti-tubulina Zymed(32-2500)producido en ratdén que

reconoce todas las isoformas de alfa tubulina de una gran variedad de tejidos y especies y
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anticuerpo anti-LAMP1 de Sigma (L1418) producido en conejo que reconoce los residuos
405 a 416 de LAMP1 humano, de ratén y rata.Luego se incubaron con anticuerpos
secundarios conjugados con Alexa 488, Alexa 546 (1:500) y Hoechst (1:3000) (para tincion
de los nucleos del macrofago y los parasitos) durante 1 hora a 37°C. Los cubre objetos se
montaron sobre las laminas de IFI con Gel Mount (Sigma) y por ultimo se examinaron en

microscopio de fluorescencia.

6.7 Determinacion de niveles de proteina

Los niveles de proteinas se pueden determinar por el ensayo Elisa (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), en el cual, se detectan antigenos inmovilizados mediante anticuerpos
acoplados a enzimas que producen una reaccion cuyo producto puede ser medido
espectrofotométricamente. Los niveles también se pueden medir por Western blot, separando
proteinas nativas y denaturadas por PAGE, luego transfiriéndolas a una membrana de
nitrocelulosa, donde se detectan usando anticuerpos especificos para la proteina de interés. En
este caso se uso Western blot, por ser una técnica que permite identificar claramente la
proteina de interés al asignarle el peso molecular a la banda. Se pueden cuantificar
relativamente las proteinas al medir las bandas por densitometria con alta sensibilidad, lo que
permite analisis estadistico para detectar variaciones de cantidad relativa de proteina entre
muestras. Es importante asegurar que todas las muestras sean sometidas a las mismas

condiciones experimentales. Ademas se deben realizar varios experimentos independientes.

Los macrofagos de cada uno de los tratamientos: macréfagos control, activados, grupo de
fagocitosis |, F, Fs, infectados con L. amazonensis y L. braziliensis a diferentes tiempos
(tabla 3) se sembraron en cajas de 6 pozos a una concentracion Heéixas por pozo. Se
incubaron a diferentes tiempos, se extrajeron y se almacenaron a -20 °C o se hizo la lisis

celular para extraccién de proteinas.
6.7.1. Extraccion de proteinas por lisis celular

En un tubo eppendorf de 1,5 ml se centrifugaron las células a 400 gravedades (g) durante 10
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minutos, se lavaron con 2@ de PBS, se centrifugaron nuevamente y se agregarahds0

buffer de lisis. Se probaron cuatrobuffers de lisis:

Buffer Tris-Tritdn, que consiste en 10 mM de Tris, 100 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM
de EGTA, 1% de Triton X-100, 10% de glicerol, 0,1% de SDS, 0,5% de deoxicolato ypH 7,4.
Este es un detergente que solubiliza la mayoria de las proteinas.ldeal para proteinas de

citoplasma y asociadas al citoesqueleto.

BufferRIPA(Radio Immuno Precipitation Assay buffer), que consiste en 150 mMde NacCl,
1,0% de Triton X-100, 0,5% de deoxicolato de sodio, 0,1% de SDS (sodium dodecyl
sulphate), 50 mMde Tris y pH 8,0. Este es un bufferaltamente denaturantey da un bajo

background. Util para proteinas unidas a membranas.

Buffer NP40 (Nonidet-P40) que consiste en 150 mM de NacCl, 1,0% de NP-40 y 50 mM Tris,
pH 8,0, es un buffermenos denaturanteque RIPA pero da un background mayor (Harlow et al,

1988).Util para proteinas unidas a membranas.

Buffer5P8que consiste en 5 mM de fosfato de sodio, 0,1 mM de PMSF (phenylmethylsulfonyl
fluoride) y pH 8,0 es un bufferhipotonico que causa hemodlisis, es usado para extraer

proteinas asociadas al citoesqueleto.

Luego se trasfirio el eppendorf a un recipiente con hielo y se rompi6 el pellet aspirando y
expulsando el contenido con una jeringa de insulina 20 veces, luego se dejé 1 hora a 4 °C. Se
centrifugd para separar el sobrenadante del pellet. En el sobrenadante permanecen las
proteinas de interés, es decir, los elementos del citoesqueletoy que son solubles en los buffers
usados.Luego se cuantificé la proteina total con el kit Quant-iT de Invitrogen. El kit contiene
un reactivo que al unirse a las proteinas fluorece y puede ser medido por el fluorometro Qubit

usando patrones de proteina de concentracion conocida.

Al final del ensayo de Western blot solo las muestras de proteinas lisadas con triton X-100 y

RIPA permitieron observar bandas densas y oscuras.
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6.7.2. Precipitacion de proteinas para luego concentrarlas

Se utilizo la técnica de precipitacion con metanol-cloroformo en la que se busca volver
insolubles las proteinas con metanol y remover los detergentes y lipidos de la muestra con
cloroformo. A 100ul de muestra de proteinas lisadas se agregaropl4#®metanol, 10Q

de cloroformo y se mezclé con vortex. Se agregarornubdé H,O desionizada, se mezclaron

y centrifugaron a 10000 gravedades (g) por 1 minuto. Con micropipeta se retird la capa
superior (las proteinas estan entre las 2 fases del liquido: arriba esta la mezcla @tanol/H
abajo esta el cloroformo que es mas denso y contiene restos de lipidos) dejando una pequefia
cantidad de fase. Se agregaron g8D8e metanol, se mezclaron y centrifugaron a 10000 g por

2 minutos. Se retir6 cuidadosamente el sobrenadante y se dejo secar el pellet. Se resuspendio
el pellet en 1Qul de buffer de lisis (Wessel et al, 1984).

6.7.3. Separacion de proteinas por Electroforesis en gel de Poliacrilamidg)(PAG

En un tubo eppendorf se combinaron dlse la muestra con 74l de buffer laemmli 2x
(consiste en 4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0,004% azul de bromofenol,
0,125 M Tris HCI, a pH 6,8). Se puso el tubo en agua hirviendo por 2 minutos y luego en
hielo. Se prepar6 el gel de poliacrilamida al 10%, ya que con esta concentracion se pueden
separar proteinas de 43 y 55 KDa, que son los pesos de las proteinas de interés actina y
tubulina, respectivamente. El gel de poliacrilamida consiste en gel de separagfirB(ifb

de acrilamida, 1,5M Tris pH 8,8, 10% SDS, 10% persulfato de amonio y TEMED) y gel de
apilamiento o stacking (c#d, 30% acrilamida, 1,0M Tris pH& 10% SDS, 10% persulfato

de amonio y TEMED).

Se aplicaron las muestras en los pozos. Se corrié a 100 V (voltaje constante) durante 2 horas.

El gel con las proteinas separadas se sometio a tincion con azul de Commassie para verificar

el corrido de las proteinasy electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa.

22



6.7.4. Electrotransferencia de las proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa

Se cortaron 6 pedazos de papel Whatman y 1 pedazo de papel de nitrocelulosa del tamafio del
gel. Se remojaron en buffer de transferencia por 10 minutos. Con unas pinzas se colocaron 3
pedazos de papel Whatman sobre la camara de transferencia una por una. Luego se coloco un
pedazo de nitrocelulosa y sobre la nitrocelulosa el gel. Se colocaron los otros 3 pedazos de
papel Whatman, en cada postura se verificO que no quedaran burbujas. Se humedecio co
buffer de transferencia. Se cerré la camara de transferencia y colocaron los electrodos en la
fuente de poder. Se transfiri6 a 6 V por dos horas. Luego se hizo tincion del papel de
nitrocelulosa con rojo Punceau para verificar la transferencia de las proteinas antes de hacer el

western blot.

6.7.5. Western blot para detectar las proteinas actina y tubulina del macréfago

Se colocé el papel de nitrocelulosa en solucibn de bloqueo de sitios inespecificos
(PBS1X/0,2% tween 20/leche descremada 5%) a 37°C 1 hora. Se prepararon los anticuerpos

primariosen solucion de blogqueo a una concentracién de 1:500 o 2 ug/ml.

Se incubd a 4°C toda la noche o 2 hora a 37°C, luego se lavd con solucion de lavado
(PBS/Tween 0,2%) 3 veces por 5 minutos cada uno. Se preparo el anticuerpo secundario anti-
raton conjugado con peroxidasa en solucién de bloqueo a una concentracién de 1:1000 o 1
ug/ml. Se incub6 a 37°C durante dos horas luego se lavé 3 veces por 5 minutos cada uno.
Finalmente se revel6 con el kit de revelado para peroxidasa Vip Vector (Cédigo: SK4600),
cuya reaccién consiste en polimerizacion oxidativa y el ciclado de DAB (sustrato de la
peroxidasa), lo cual produce un precipitado marrén.Una vez revelada la membrana de
nitrocelulosa se digitaliz6 con camara fotografica Sony Super HAD CCD DSC-F828 de 8

mega pixeles.

6.7.6. Andlisis de las intensidades de las bandas obtenidas por Western blot

El analisis de los ensayos de Western blot se realizé con el programa Image J®, que permite

calcular la intensidad de las bandas obtenidas, lo cual es proporcional a la cantidad de
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proteina. Con estas medidas se realiz6 una comparacion entre todos los grupos experimentales
en general y entre los grupos de infeccidn con L. amazonensis y L. braziliensis. 8dautiliz
prueba estadistica, analisis de varianza (ANDEVA) de una via en el programa Minitab®

15.1.30.0 para realizar estas comparaciones.

Los experimentos de inmunofluorescencia para determinar la distribucion intracelular y los de
Western blotpara determinar los niveles de las proteinas en los macréfagos sometidos a los
diferentes tratamientos se realizaron a varias horas post-infecciéon. En macrofagos activados a
las 24 horas, debido a que en este momento es posible verificar la activacion evaluando la
produccion de nitritos. En macrofagos infectados con L. amazonensis yL. braziliensis alas 6 y
12 horas post-infeccion porque se ha completado la fagocitosis. A las 24 horas los parasitos
aun no se han replicado, a las 48 ya han comenzado a replicarse y aumenta el volumen de la
vacuola parasitéfora que finalmente a las 72 horas alcanza su maximo tamafio.Se seleccioné
48 horas post-fagocitosis en los grupesHz y F; porque en este momento el tamafio de las
vacuolas que contiene a L. amazonensis es similar a las de los fagosomas de los grupos
F,(Camargo et al, 2000).

Para los ensayos de Western blot se usaron extractos de parasitos de ambas especies L.
amazonensiy L. braziliensis en una cantidad de 3%parasitos, equivalente al contenido de
parasitos en una muestra de Zbacréfagos infectados con Leishmania. Esto se hizo
paraestimar la contribucién de actina y tubulina del parasito porque es probable que tenga

marcaje positivo los anticuerpos anti-actina y anti-tubulina.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7. 1. DISTRIBUCION DE CITOESQUELETO

El citoesqueleto de un eucariote se organiza en tres grupos de filamentos: microfilamentos,
microtubulos y filamentos intermedios. La funcion conjunta de estos garantiza organizacion
intracelular, trafico vesicular normal y por tanto distribucion adecuada de proteinas al interior
celular y procesos de secrecién. En macrofagos los microfilamentos son fundamentales para
el proceso de fagocitosis, asi como para secrecibn de citoquinas e interleuquinas en
combinacion con microtubulos, a cargo del transporte de vesiculas de secrecion hacia la

membrana plasmatica.

Para determinar la distribucion intracelular del citoesqueleto se hicieron marcajes con
anticuerpos anti-actina, componente basico de microfilamentos y anti-tubulina, componente
basico de microtubulos, que se observan en rojo. En macrofagos control los microfilamentos
se distribuyen hacia la membrana plasmética con deteccion de algunos filopodios (Fig. 1A),
mientras que el marcaje de microtlbulos es citoplasmético y perinuclear, con evidencia del
centromero (Fig. 1B). También se puede observar el marcaje punteado verde (marcados con
anti-LAMP1) distribuido homogéneamente en todo el citoplasma, sugiriendo la presencia de

vesiculas, endosomas tardios o lisosomas.
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Microfilamentos Microttbulos

Figura 1. Citoesqueleto de macrofagos murinos J774. A. Microfilasmemocados con anticuerpo anti actina producido en
raton y anticuerpo secundario anti-raton acoplado a Alexa 54én(#gjo). B. Microtibulos marcados con anticuerpo anti
tubulina producido en ratén y anticuerpo secundario anti rat@plado a Alexa 546 (B, en rojo). Compartimentos
lisosomales marcados con anticuerpo anti lampl1 producido ejo goasticuerpo secundario anti conejo acoplado a Alexa
488 (en verde). Nucleo marcado con Hoescht 33258 (en azul).

Los macréfagos son una de las poblaciones celularesmas heterogéneas del sistema inmune,
presentes en todoslos tejidos del cuerpo. Tienen funciones homeostéaticas que incluyen
reparacion, modelacién y angiogénesis de los tejidos, son efectores de la respuestainnata y
estaninvolucrados en el inicio y la regulacibn de las respuestasadaptativasa través
delprocesamiento y presentacion de antigenos, la expresién de moléculas coestimulatorias yla

produccion de citoquinas (Turpin et al,1993).

La activacion de los macrofagos es un proceso complejo y regulado que consiste en una serie
de modificaciones morfoldgicas y bioquimicas que culminan con el aumento de la capacidad
de la célula para ejercer sus funciones fisiologicas. La activacion puede ser clasica o

alternativa (Gordon et al, 2003).

En este trabajo se realizo activacion clasica de macrofagos, la cual es inducida por citoquinas
proinflamatorias como el INFy/o moléculas microbianas como LPS, en este caso se
utilizaron 40 U/ml de IFN de raton y 10 ng /ml de LPS de Echerichia coli. Los macrofagos
activados clasicamente producen NO a la vez que aumentan la expresion del complejo mayor
de histocompatibilidad de clase Il y CD86, potenciando asi su capacidad presentadora de

antigeno. También llevan a cabo actividades antiproliferativas y citotoxicas que se producen,
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en parte, como resultado de la secrecion de NO y de citocinas proinflamatorias cormp TNF-

interleuquinas como I, IL-6, IL-12, IL-18 y quimioquinagKlimp et al, 2002.

La activacion alternativa de macrofagoses inducida por citoquinas tipo Th2 como IL-4 o IL-
13. Los macroéfagos activados alternativamente no producen NO ni controlan el desarrollo de
patogenos intracelulares. Aumentan la capacidad endocitica y fagocitica asi como la
expresion de varios receptores, favoreciendo en conjunto la funcion reparadora de tejidos del
macrofago (de Waal Malefyt et al,1993).
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Figura 2. Ensayo de activacién de macréfagos J774A.1. Saracti5x1d células por pozo con INF 1ng/ml o 2ng/ml y LPS
10ng/ml sembrados en cajas de 96 pozos. Se realizaron 3 repdicasifico la activacion de los macrofagos por ensayo de
Griess. En la parte inferior se muestra la curva de calibracién para deterntioacdatracion de nitritos producido por las
células activadas.
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La activacion clasica se verificd por el ensayo de Griess, en el cual se detectd lagpdesenc
nitritos, evidenciada por el cambio de coloracion. En todas las réplicas evaluadas se observo
activacion. La concentracion de nitritos varié entre 12,5 mM y 25 mM pard Bdd6fagos

por pozo (Fig. 2). La activacion también se verificd detectando las citoquinas IL-12 §t TNF-

en el sobrenadante por citometria de flujo y Western blot y a nivel intracelular por
inmunoflurescencia usando anticuerpos especificos para cada citoquina (Montoya G. y Rojas

A., comunicacion personal).

La activacion del macrofago se asocia con aumento de su capacitancia, es deew della
membrana (Camacho et al, 2008). Ademas se observa un aumento de volumen y
prolongaciones, lo cual se evidencia con los marcajes de microfilamentos y de microtibulos.
Los microfilamentos se distribuyen hacia la membrana formando lamelipodios (estructuras
anchas de forma laminar) diferente de los filipodios observados en los macréfagos control
(Fig. 3A y 1A). Lo cual es coherente con lo reportado por Dave y colaboradores en 2009,
quienes encontraron que luego de la activacién clasica de macrofagos por LPS, la proteina
CD148 (receptor de fosfatasa de tirosina) se concentra en areas donde la membrana forma
lamelipodios, donde se piensa que interviene en la reorganizacion del citoesqueleto de actina.
En células RAW264.7 y macréfagos peritoneales, el citoesqueleto de actina tiene un papel
importante durante los eventos inflamatorios mediados por LPS. Se ha encontrado que la
ruptura del citoesqueleto de actina por citocalasina B regula negativamente repuestas
inflamatorias como produccién de éxido nitrico, liberacion de prostaglandina E2 (PGE) y

secrecion de TNl (Kim et al, 2010).
En macréfagos activados los microtubulos se distribuyen en todo el citoplasma similar a

macrofagos control, sin embargo, las células al tener mayor volumen permiten verlos mas

esparcidos y se alcanzan a observar microtubulos individuales (Fig. 3B).
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Microfilamentos Microtubulos

Figura 3. Citoesqueleto de macréfagotivados con LPS e INFy. (A) Filamentos de actina marcados con anticuerpo anti
actina producido en ratén y anticuerpo secundario anti ratplaalo a Alexa 546. (B y C) Microtubulos marcados con
anticuerpo anti tubulina producido en ratén y anticuerpo seciendnti ratén acoplado a Alexa 546. Nucleo marcado con
Hoescht 33258

También se activaron macrofagos después de 24 horas de fagocitosis y se marcaron los
microtubulos por inmunofluorescencia a las 24 horas. Muestran una distribucion similar a

macrofagos activados sin particulas de latex (Fig. 4C).

Microfilamentos Microtubulos Microtubulos

C

Figura 4. Citoesqueleto de macrofagos murinos J774 del grupagdeitbsisF;. (A) Filamentos de actina marcados con
anticuerpo anti actina producido en ratén y anticuerpo sedondnti raton acoplado a Alexa 546. (B) Microtibulos
marcados con anticuerpo anti tubulina producido en ratomtiguarpo secundario anti ratdn acoplado a Alexa 546. (C)
macrofagos activados después de 24 horas post fagocitosis delgsmde latex de 3.2 um de didmetro. Compartimentos
lisosomales marcados con anticuerpo anti lamp1 producido ejo goasticuerpo secundario anti conejo acoplado a Alexa
488. Nucleo marcado con Hoescht 33258. Se sometieron los agas @ particulas de latex de 3,2 um de diametro en una
proporcion de 10:1 particulas:célula. Las flechas indican la ubicacion ekclasias que contienen las particulas de latex.
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Microfilamentos Microttbulos

Figura 5. Citoesqueleto de macréfagos murinos J774 del grupogdeitésis F,. Filamentos de actina marcados con
anticuerpo anti actina producido en raton y anticuerpo secdarat#i raton acoplado a Alexa 546. Microtabulos marcados
con anticuerpo anti tubulina producido en ratén y anticuerpensi@ario anti raton acoplado a Alexa 546. Compartimentos
lisosomales marcados con anticuerpo anti lamp1 producido ejo goasticuerpo secundario anti conejo acoplado a Alexa
488. Nucleo marcado con Hoescht 33258. Se sometieron macréfggoticulas de latex de 6,4 um de diametro en una
proporcion de 10:1 particulas: célula.

Microfilamentos Microttbulos

Figura 6. Citoesqueleto de macréfagos murinos J774 del grupo dédagd-;. Filamentos de actina marcados con
anticuerpo anti actina producido en ratén y anticuerpo sadorahti ratén acoplado a Alexa 546. Microtibulos marcados
con anticuerpo anti tubulina producido en raton y anticugepandario anti ratén acoplado a Alexa 546. Compartimentos
lisosomales marcados con anticuerpo anti lampl1 producido en goengicuerpo secundario anti conejo acoplado a Alexa
488. Nucleo marcado con Hoescht 33258. Se sometieron los masrafpgrticulas de latex de 6.4 um de diametro en una
proporcion de 20:1 particulas:célula.

En los grupos de fagocitosis con particulas de latex se observa claramente el marcador de
lisosomas, LAPM1 rodeando los fagosomas (Fig. 4, 5 y 6), lo cual sugiere incorporacion de

membranas lisosomales en la membrana del fagosoma e intercambio de proteinas entre estos
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dos organelos, lo que le confiere al fagosoma caracteristicas asociadas a lisosomas (Granger
et al, 1990). Ademas hay evidencia de nuestro laboratorio que indica pH acido en este

compartimento (Cortazar et al, 2000).

Se pueden apreciar grandes diferencias en cuanto al tamafio del fagosoma, siendo los
fagosomas del grupo; KFig.4) de 51 al3um®(tabla 2), los del grupo,HFig.5) de 173 a
274um®y los del grupo F (Fig.6) de 685 a 938n°. Estos valores de volimenes de
fagosomas fueron calculados en el programa Image J®y son similares a los reportados por
Nifio et al en 2003. La presencia de fagosomas grandes es decir, mayorgsta(870s

grupos k y Fs) causan una disminucion en el espacio libre del citoplasma, el cual, ya es
bastante reducido en el macréfago por tener un nucleo tan grande.Ademas los fagosomas
aumentan su tamarfio al afiadir vesiculas del trafico vesicular, desplazando asi, la organizacion
celular.A medida que aumenta el tamafio del fagosoma los microfilamentos y microtibulos
van quedando restringidos a la periferia celular. En el grupo de fagocitatgyB) tanto
microfilamentos como microtubulos conservan la distribucién similar a los controles, pero en
los grupos Fy F; (Fig.5 y 6) los fagosomas ocupan gran parte del citoplasma desplazando los
demas organelos incluyendo el citoesqueleto hacia la periferia.Adicionalmente los
microtUbulos parecen asociarse a los fagosomas grandes como se observa en e grupo F
donde el marcaje de tubulina es més intenso alrededor de los fagosomas.

Volimenes
deFagosomas
Grupos (um?)
F1 51-137
F2 173-274
F3 689-959
Infeccién con L. amazonensis(6 h) 95
Infeccidn con L. amazonensis(24 h) 17
Infeccidn con L. amazonensis(48 h) 63-71
Infeccidn con L. amazonensis(72 h) 206-268
Infeccidn con L. braziliensis(12 h) 15
Infeccidn con L. braziliensis(24 h) 39
Infeccidn con L. braziliensis(48 h) 22-57
Infeccidn con L. braziliensis(72 h) 67-129

Tabla 2. Volimenesenm?de los fagosomas en los diferentes grupos experimentales. Grupos de fagogiteaig F3,
infeccion con L. amazonensis 6 horas post-infeccion, 24 8pip¥ 72 hpi, infeccion con L. braziliensis 12 hpi, 24 hpRy 7
hpi.
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Liebl y colaboradores en 2009 encontraron que en los macréfagos 30 minutos después de
fagocitar particulas de latex de 3n de diametro se induce el ensamblaje de actina
alrededor del fagosoma de manera transitoria. Esto implica la formacion de una barrera que
previene la fusion con lisosomas, por tanto, un retraso en la maduracion del fagosoma.

Analisis paralelos indican que la polimerizacion de actina en macropinosomas induce
compresion y propulsion que lleva a la constriccion y escision de macropinosomas. Estos
resultados sugieren que la maduracion de fagosomas individuales, asi como la biogénesis y
remodelamiento de macropinosomas esta regulada por la dinamica de ensamblaje y
desensamblaje de actina en las membranas. Nuestros resultados no muestran tal asociacion
entre fagosomas y filamentos de actina ya que el tiempo observado es de 48 hpi, y tales

asociaciones ocurren principalmente al inicio de la formacion del fagosoma.

Figura7. VP de macrdéfagos infectados por Leishmania braziliensis {&)hpLeishmania amazonensis 24 hpi (B).

72 hpi

Figura8. Vacuola Parasitéfora de macrofagos infectados por Leishamaa@nensis a las 24, 48 y 72 horas post infeccién.
Las flechas sefialan las vacuolas y los parasitos dentro de éstas.
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Durante la infeccion Leishmania se aloja en una vacuola parasitéfora que va creoietalo
reproduccion de los amastigotes. El aumento del volumen de la vacuola entre las 48 hpi y las
72 hpi es de aproximadamente el doble (Camargo et al, 2000) posiblemente como respuesta a
la secrecién de glicolipidos que expanden el fagosoma y a la fusion con otros organelos. El
crecimiento de la vacuola varia entre las 2 especies de Leishmania. Las vacuolas que
contienen L. amazonensis presentan un crecimiento mas acelerado que las que contienen L.
braziliensis. El tamafio de las vacuolas que contienen L. braziliensis a las 72 hpi es similar al
tamafio de las vacuolas que contienen L. amazonensis a las 24 hpi (Fig. 7). La figura 8
corresponde a la infeccibn en diferente tiempos con L. amazonensis. Las vacuolasvan
creciendo durante la infeccién y el nimero de parasitos aumenta como resultado de la

replicacion.

Microfilamentos Microtubulos

33



Figura 9. Citoesqueleto de macrofagos murinos J774 infectaddseishmania amazonensis. (A) 24 horas post infeccion
(hpi). (B) 6 hpi (C) 48 hpi (D) 48 hpi (E) 72 hpi (F) 72 hpi Filamentos cd@éa marcados con anticuerpo anti actina
producido en ratén y anticuerpo secundario anti raton acopla&lexa 546. Microtibulos marcados con anticuerpo anti
tubulina producido en ratén y anticuerpo secundario anti ratiplagio a Alexa 546. Nucleo marcado con Hoescht 33258.
La infeccion se hizo a una MOI de 1:10 (1 macr6fago por 10ipssiad as flechas indican la ubicacion de las vacuolas que
contienen a los parasitos.

Microfilamentos Microtubulos
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Figura 10. Citoesqueleto de macrofagos murinos J774 infectaddseisbmania brazliensis. (A) 12 horas post infeccion
(hpi). (B) 24 hpi (C) 48 hpi (D) 48 hpi (E) 72 hpi (F) 72 hpi Filamerdesactina marcados con anticuerpo anti actina
producido en ratén y anticuerpo secundario anti raton acoplatlexa 546. Microtlbulos marcados con anticuerpo anti
tubulina producido en raton y anticuerpo secundario anti ratiplaato a Alexa 546. Nucleo marcado con Hoescht 33258.
La infeccion se hizo a una MOI de 1:10 (1 macréfago por 10 paadits flechas indican la ubicacion de las vacuolas que
contienen a los parasitos.
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En macréfagos infectados y luego marcados por inmunofluorescencia se observa en infeccion
con L. amazonensis que las VPcrecen mas rapido que las que contienen L. braziliensis
(comparacién entre figuras 9 y 10) similar a lo reportado por Nifio et al, 2003 y Fajardo et al,
2005. A las 48 hpi el tamafio de VPs que contienen L. braziliensis (Fig.7 C y D) es similar al
tamafo de los fagosomas del grupdfFg. 4), mientras que a las 72 hpi los fagosomas que

contienen L. amazonensis (Fig. 7 E y F) son similares al grupo de fagocit@Sig. ).

En macréfagos infectados con L. amazonensis solo se observa una VP que parece ir
aumentando en tamafio durante la infeccion (Fig. 9), coherente con lo reportado por Courret et
al, 2002; Ledn et al, 2005. En macréfagos infectados con L. braziliensis se observa mas de un
fagosoma por célula, lo cual sugiere que los parasitos se replican en fagosomas individuales

(Fig. 10) coherente con lo reportado por Nifio et al, 2003.

La relacién entre proteinas y organelos de la célula hospedera con paréasitos intatelulare
sido ampliamente estudiada en varios modelos de infeccion. En infeccion por Toxoplasma
gondii y Trypanozoma cruzi se ha encontrando que las proteinas localizadas en los sitios de
contacto entre los parasitos y la célula hospedera estan fosforiladas, ademas al inicio de la
fagocitosis hay transferencia de componentes de la superficie de la célula hospedera a la
superficie del parasito (de Souza et al, 1998). En células infectadas con T. gondiicuyas
vacuolas no se acidifican (contrario a las que contienenLeishmania quemaduran
completamente y alcanzan un pH entre 4,7 y 5,2), se reclutan organelos como lisosomas,
complejo de Golgi, filamentos de vimentina, microtubulos y el centro organizador de
microtubulos alrededor de la vacuola parasitéfora. El reclutamiento de lisosomas y vesiculas
en las proximidades de la vacuola posiblemente sirve para facilitar la adquisicion de
nutrientes desde el hospedero hacia el parasito (Coppens et al, 2006). T. cruzi es internalizado
por el macréfago pero su desarrollo intracelular no ocurre en una vacuola como en
Leishmania si no libre en el citoplasma. En el proceso de infeccion de T. cruzison importantes
los microtubulos y los microfilamentos. En células tratadas con citocalasina D que interfiere
en la dinamica de los microfilamentos, se favorece la union del parasito a la célula, pero se
bloquea su internalizacion. De la misma manera se inhibe la internalizaciéon de T. cruzi en
macrofagos tratados con colchicina, que interfiere con los microtubulos (Rosestolato et al,
2002.En nuestro modelo de infeccion la vacuola no parece asociarse con el citoesqueleto, por

36



el contrario este se ve desplazado por la presencia de una vacuola de gran tamafio.Es probable

gue esto mismo ocurra con otros organelos que normalmente estan en el citoplasma.

La relacién entre pardsitos y citoesqueleto del hospedero también se ha estudiado en algunas
bacterias. Legionella pneumophilaluego de ser internalizada altera la organizacion de
microfilamentos y el trafico de proteinas hacia la mitocondria en la célula hospedera (Chong
et al,2009). Se ha encontrado que la toxina EdTx producida por Bacillus anthracis, causante
del antrax, disminuye la respuesta immune del hospedero al incrementar los niveles de cAMP,
que via PKA y Epac alterando varias de las funciones claves del macréfago como la

fagocitosis e interfiriendo con el remodelamiento del citoesqueleto (Yeageret al,2009).

En la invasion por Leishmania y durante la fagocitosissé& observa una caida de la
capacitancia del macréfago (Quintana et al. 2010), igual que pardsHRodriguez et al.

2005) sugiriendo que la membrana del fagosoma y la VP es donada por la membrana
plasmatica durante la entrada de particulas y parasitos. La membrana de la VP presenta
actividad eléctrica similar a la de la membrana del macr6fago y marcacion positiva para
Lampl, receptores de rianodina e IP3 sugiriendo la presencia en ésta membrana no solo de
membrana del macréfago luego del proceso fagocitico sino ademas de compartimientos
endosomales, lisosomales y de reticulo endoplasmatico (Pérez et al, 2009). En cuanto al
citoesqueleto, se observé que tanto microfilamentos como microtibulos se distribuyen hacia
la periferia del fagosoma o VP sugiriendo que la alteracion de la distribucion se asocia con el
volumen del compartimiento y no con la naturaleza de lo fagocitado, es decir perlas de latex o
Leishmania. Lo anterior parece indicar que la presencia del parasito no ejerce estimulo alguno
en la remodelacion del citoesqueleto del hospedero o que las vias usadas por Leishmania para
alterar la distribucién del citoesqueleto convergen con las usadas por el macrofago ante la

presencia de una carga fagocitica inerte como las particulas de latex.

7.2. NIVELES DE TUBULINA'Y ACTINA
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Se midieron niveles de proteina para determinar si las alteraciones en la distribucion del
citoesqueleto se deben a reordenamiento de los microfilamentos y microtibulos o a
disminucién en los niveles de las proteinas que los conforman, actina y tubulina,

respectivamente.

Inicialmente se lisan las células para extraer las proteinas de interés, para esto se probaron
cuatro buffers de lisisNP-40, 5P8, Triton X-100 y RIPA y luego se realiz6 un western
blotpara la identificacién especifica de actina y tubulina usando: anticuerpgstnilina,

anti actina y antir-tubulina en donde se observé que solo con tritdn X-100 y RIPA dieron

buenos resultados, es decir, se observaron bandas oscuras (Fig.11y 12).

A1238123

Figura 11. Western blot detubulina (A) ya-tubulina (B) después de lisis con los buffers de lisis NP40 (1), RAPA5P8
(3), las flechas sefialan las proteinas.
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Figura 12. Western blot de actina después de |ISIS con los buffesssdéP40, 5P8, triton X-100 y RIPA, las flechas sefialan
las proteinas.

Cuantificacion de proteina total

Se cuantifico la proteina total en cada tratamiento con el kitpara proteinas Quant-iT de
Invitrogen. La cuantificacion se realizé con el fin de unificar la cantidad de proteinadayreg

en los ensayos de electroforesis. Esto es importante ya que un exceso de proteina al inicio
puede dar lecturas errbneas al momento de hacer comparacion de cantidad de actina

tubulina entre todos los tratamientos.
La cantidad de proteina total encontrada en las muestras estuvo en un rango entre 3,5y 4,3

mg/ml. Estas muestras luego se diluyeron de tal forma que todas quedaron en la misma

concentracion antes de someterlas a electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE).
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Todos los grupos
Infeccion con L. amazonendisfeccion con L. braziliensis

MUESTRA mg/ml
Macrofagos control 3,50 MUESTRA mg/ml MUESTRA mg/ml
Macréfagos activados 3,70 Macréfagos control 3,50 Macrofagos control 3,50
F1 3,34 6h.p.i. 3,90 6h.p.i. 4,26
F2 3,77 12h.p.i. 4,07 12h.p.i. 3,69
F3 4,03 24h.p.i. 3,67 24 h.p.i. 4,33
Infeccién con L. amazonensis (48 hpi) 3,82 48h.p.i. 3,82 48 h.p.i. 3,92
Infeccién con L. braziliensis (48 hpi) 3,92 72hp.i. 378 72h.p.i 4,03

Tabla 3. Cuantificacién de proteina total en todos los grupos experinseS@l®maron muestras que contenian 2x10
células y se cuantificaron con el kit para proteinas Quant-iT deogen.

Para evaluar y comparar los niveles de actina y tubulina se recolectaron muestras a partir de 3
experimentos independientes y se realizaron ensayos de Western blot. En la figura 13 se
muestran los resultados de uno de los experimentos, en el cual se encontraron bandas de
aproximadamente 55 KDa que corresponden a tubulina (flechas en Fig. 13 A, By C) y de 43
KDa para actina (flechas en Fig. 13 D, E, F).

Se evalué si la presencia de citoesqueleto del parasito podria alterar las medidas de tubulina y
actina del macrofago en los grupos de infeccién. Esto se hizo con un experimento en paralelo,
en el cual se tomé una muestra de $drasitos (nimero equivalente al de una infeccién) y

se evalud por western blot. Se encontrdé que las proteinas provenientes de esta cantidad de
parasitos no se pueden detectar (Fig. 13A, B, D y E, carril 7), por tanto, no afectarian la
medida de tubulina y actina de los macrofagos. Como control positivo para actina se utilizé el

péptido de bloqueo para el anticuerpo anti actina (Fig. 13, carril 13).
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Figura 13 Niveles de las proteinas tubulina (A-C) y actina (D-F) determinados pmsteld blot con anticuerpos
monoclonales anti-tubulina y anti-actina. Extractos de macréf@ydsf células) infectados con L. amazonensis (A y D) y
L. braziliensis (B y E)1. Macr6fagos control2. 6 horas post-infeccion (hpi3, 12 hpi, 4. 24 hpi,5. 48 hpi,6. 72 hpi, 7.
Extracto de Leishmania (3x3paréasitos)8. Péptido de bloqueo de actina como control positivo. @oagin de los niveles
de tubulina (C) y actina (F) entrk:macréfagos controR. activados3. grupo de fagocitosis;F4. grupo de fagocitosis,fF

5. grupo de fagocitosisaF6. 48 hpi con L. amazonensis/. 48 hpi con L. braziliensis.

Los niveles de proteinas tubulina y actina son similares en todos los grupos experimentales
(Fig. 13), como se puede observar la intensidad de las bandas en todos los tratamientos parece
ser similar (Fig. 14). Esto se comprob6 estadisticamente por medio de la prueba ANDEVA de
una via, estableciendo como hipétesis nula que los niveles de actina o tubulina son iguales
entre todos los grupos experimentales. Antes de realizar la prueba ANDEVA se verifico el
cumplimiento de los requisitos (distribuciéon normal e independiente con media cero y
varianza constante) mediante el examen de los residuales (Fig. 14, solo se muestra para actina
en todos los grupos). El diagrama de cajas (Fig. 15) muestra como se distribuyen las medias

de los tratamientos.

Niveles de actina en todos los grupos

41



Grafica de residuales para niveles de actina en todos los grupos
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Figura 14. Examen de los residuales de niveles de actina endsdpspos experimentales, indicando distribucion normal,
independencia y varianza constante.
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Figura 15. Diagrama de cajas de niveles de actina. Se muestra lacitritbe los datos, los circulos en las barras indican la
media de cada tratamiento. El experimento tiene 3 réplicas.

One-way ANOVA: niveles de actina en todos los grupos
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Source DF SS MS F P
tratamiento 6 1,445 0,241 0,58 0,742

Error 14 5,837 0,417
Total 20 7,282
S = 0,6457 R-Sgq = 19,84% R-Sg(adj) = 0,00%

One-way ANOVA: niveles de actina en Infeccion con L. amazonensis

Source DF SS MS F P
tratamiento 5 0,038 0,008 0,06 0,997
Error 12 1,531 0,128

Total 17 1,569

S = 0,3572 R-Sq = 2,43% R-Sg(adj) = 0,00%

One-way ANOVA: niveles de actina en Infeccion con L. braziliensis

Source DF SS MS F P
tratamietos 5 0,0393 10,0079 0,10 0,990
Error 12 0,9272 0,0773

Total 17 00,9665

S = 0,2780 R-Sqg = 4,06% R-Sg(adj) = 0,00%

One-way ANOVA: niveles de tubulina en todos los grupos

Source DF SS MS F P
tratamiento 6 1,037 0,173 1,01 0,459
Error 14 2,405 0,172

Total 20 3,442

S = 0,4145 R-Sq = 30,14% R-Sg(adj) = 0,20%

One-way ANOVA: niveles de tubulina en infeccion con L. amazonensis

Source DF SS MS F P
tratamiento 5 0,053 0,011 0,09 0,992
Error 12 1,389 0,116

Total 17 1,442

S = 0,3403 R-Sg = 3,65% R-Sg(adj) = 0,00%

One-way ANOVA: niveles de tubulina en infeccidn con L. braziliensis

Source DF SS MS F P
tratamiento 5 0,195 0,039 0,31 0,895
Error 12 1,491 0,124

Total 17 1,086

S = 0,3525 R-Sg = 11,58% R-Sg(adj) = 0,00%

En todas las pruebas ANDEVA el valor p es mayor que 0,01, por tanto, no existe suficiente
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evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, es decir, los niveles de actina y tubulina
en los grupos experimentales parecen ser iguales, lo cual indicaria que la presencia de
volimenes grandes de fagosomas, causados por particulas de latex o infeccidbn por

Leishmania no alteraria los niveles de las proteinas actina y tubulina.

Las alteraciones en los niveles de proteinas del citoesqueleto también se han evaluado en otras
infecciones. En la infeccion de citomegalovirus en fibroblastos se ha observado que hay
ruptura en los microfilamentos del fibroblasto, acompafado de alteraciones en los niveles de
actina. Hay incremento de los niveles de actina a las 24 horas de infeccion y luego
disminucién a las 72 y 96 horas de infeccion (Jietrag,2006). En nuestro modelo los niveles

de actina parecen ser constantes durante la progresion de la infeccién, lo que puede estar
variando es el grado de polimerizacion, ya que con el aumento del volumen de la vacuola
parasitofora el citoesqueleto va quedando desplazado a la periferia de la célula. En célula
HelLa infectadas por E. coli hay alteracion en el grado de polimerizacion de los
microfilamentos. En células infectadas hay disminucion de G-actina y esta disminucién es
mayor cuando la infeccion es adherente localizada que cuando es difusa, ademas citocalasina
B inhibe el proceso de invasion, sugiriendo laimportancia de la polimerizacion de actina para

formar los microfilamentos en el proceso de infeccién (Karmaker et al,1996).

En infeccidn por Neisseria en células epiteliales la proteasa IgAl es indispensable para la
supervivencia al degradar proteinas importantes para la accidon microbicida de la célula. IgAl
es capaz de disminuir los niveles de LAMP1 junto con otras proteinas marcadoras de
lisosomas como LAP y CDC63. En contraste, no hay degradacién de otros componentes
celulares como beta-tubulina y el receptor de factor de crecimiento epidermal (Ayala et al,
1998).

Las alteraciones en la distribucién de microfilamentos y microtubulos no parecenacompafarse
de alteraciones en la cantidad de tubulina (Fig. 13A-C) y actina (Fig. 13D-F) en vidta que

densidad de las bandas es similar para los grupos de infeccion por Leishmania y fagocitosis.

En infeccion por Leishmania y en fagocitosis de particulas de latex, la remodelacion del
citoesqueleto y la presencia de una vacuola parasitofora grande posiblemente conllevan a
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alteraciones en el tréfico vesicular del macréfago, lo cual implica una disminuciéon en su
capacidad para responder adecuadamente a una infeccion. Las repuestas que se ven afectada
con la infeccidén son las que se han mencionado en este texto, como produccion de 6xido
nitrico (que necesita de la correcta ubicacion de la enzima iNOS), secrecion de citoquinas
(TNF-a e IL-12) y presentacion de antigenos, entre muchas otras que involucran el trafico
vesicular. Seria interesante evaluar como es la relacion entre la vacuola parasitofora y los
deméas organelos involucrados en la secrecién de efectores quimicos como el reticulo

endoplasmatico, el complejo de Golgi y endosomas.

Los logros mas importantes de este trabajo son: La estandarizacién para el doble marcaje de
citoesqueleto en macréfagos J774, que incluye un modo de fijar diferente al convencional de

tal manera que se preservan estructuras nativas en la célula, lo cual es ideal para estudiar
proteinas del citoesqueleto que son muy sensibles a cambios fisicos y quimicos. Gracias a
esto se obtuvieron imagenes de citoesqueleto de excelente calidad. Ademas se hicieron dobles
marcajes de citoesqueleto y lisosomas para observar la relaciébn con los fagosomas y se
obtuvieron imagenes de citoesqueleto en macréfagos control y activados (de esto hay poca

informacion en la literatura).

Se determind el impacto de fagosomas grandes sobre un elemento importante en la funcién de
macrofagos, el citoesqueleto. Esto sirve como punto de partida para estudiar otros organelos y

proteinas cuya distribucion se espera que este alterada.

Se estandarizd0 la medicion de las proteinas del citoesqueleto por western blot y
comparaciones entre los grupos experimentales. Esta metodologia puede usarse para
comparar otras proteinas de interés para nuestro grupo de investigacion,como citoquinas y
moléculas de sefalizacion intracelular que podrian disminuir en macrofagos infectados por

Leishmania.
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8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que la presencia de volimenes mayores que’ B 3nterior

del macrofago, alteran la distribucion intracelular de microfilamentos y microtabulos. La
alteracion en la distribucién se podria atribuir a redistribucion espacial de estos componentes
del citoesqueleto ante la presencia de fagosomas de gran volumen, independiente de la
naturaleza de lo fagocitado (Leishmania o perlas de latex) y no por la cantidad deaprote

disponible.
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