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Resumen y Abstract IX

Resumen

La caracterizacion de las propiedades eléctricas de las membranas implicadas en la
interaccién Leishmania-Macrdéfago, ha permitido describir la presencia y el cambio de ciertas
corrientes idnicas producto de la funcion de ciertas proteinas. Los cambios de las corrientes
i6nicas de potasio en la membrana del macréfago como consecuencia de la infeccion,
sugieren alteracion en el patron de expresion de proteinas entre macréfagos no infectados e
infectados. Estos resultados nos llevaron a iniciar el estudio de la expresién de las proteinas
responsables de las corrientes i6nicas registradas en el modelo Leishmania-macro6fago y los
cambios en el proteoma después de la infeccidon. En este estudio, se describen las mejores
condiciones experimentales para la obtencion de extractos de proteina total y extractos
enriquecidos con proteinas de membrana, y se logra la deteccién de las proteinas Kir2.1,
Kv1.5 y CLC3 en macroéfagos, Kir2.1 en fagosomas y CLC en parasitos de Leishmania por
western blot. La disminucion en la expresiéon de Kir2.1 a medida que la infeccién progresa
apoya la interpretacion que la hiperpolarizacién reportada puede ser secundaria al aumento
de las corrientes de salida de potasio voltaje dependientes. El analisis comparativo mediante
electroforesis bidimensional (2DE) de los proteomas de macréfagos no infectados e
infectados, muestra diferencias estadisticamente significativas en 58% de los spots de
proteina detectados. A futuro su identificacion por espectrometria de masas permitira

conocer las proteinas involucradas.

Palabras clave: Leishmania, Macréfago, fagosoma LBP, proteinas, canales iénicos, potasio,

cloruro.
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Abstract

The electrophysiological characterization of the membranes involved in the Leishmania-
macrophage interaction, allowed describes the presence and exchange of certain ion
currents set the function of certain proteins. The changes in the potassium ionic currents due
to infection implicate alterations in the expression pattern of protein between non infected
and infected cells. Thus, the expression of the proteins responsible for these ion currents in
the Leishmania-macrophage model and changes in the proteome after infection was studied.
The best conditions to obtain total and membrane extracts are shown, as well as detection by
western blot of the Kir2.1, Kv1.5 and CLC3 in macrophage, Kir2.1 in phagosomes and CLC in
Leishmania parasites. The expression of Kir2.1 decreases as infection progresses supporting
the idea that the hiperpolarization previously reported may be attributed to increased
outward voltage dependent potassium currents. Furthermore, the comparative analysis by
two-dimensional electrophoresis (2DE) of the proteomes of non-infected and infected
macrophages, shown statistically significant differences in 58% of the protein spots detected,

whose identification by mass spectrometry will reveal the proteins involved.

Keywords: Leishmania, macrophage, phagosome, protein, ionic channel, potassium, chloride.
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Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad causada por un parasito protozoario perteneciente al
género Leishmania. De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, la leishmaniasis
amenaza a cerca de 350 millones de personas en 88 paises de todo el mundo
(http://www.who.int/leishmaniasis/en/). Leishmania spp., es un pardsito intracelular
obligado que infecta células de la linea fagocitica mononuclear de diversas especies de
mamiferos (Alexander et al., 1999). Su ciclo de vida incluye un insecto vector, mosquitos de
los géneros Phlebotomus y Lutzomyia y diferentes especies de mamiferos. En el fleb6tomo
Leishmania se multiplica como promastigotes flagelados, una vez inoculado, el parasito es
fagocitado por macréfagos y confinado en un compartimento conocido como vacuola

parasitéfora (VP) donde Leishmania se replica como amastigotes.

Nuestro grupo considera que la supervivencia de Leishmania en el macréfago es el resultado,
entre otros factores, de la funciéon integrada de las tres membranas que se encuentran en la
forma intracelular del parasito, el amastigote: la membrana plasmatica de la célula
hospedera, la membrana de la vacuola parasitéfora (MVP) y la membrana plasmatica de
Leishmania. Los estudios han sido dirigidos hacia la caracterizaciéon funcional de las
membranas dentro del modelo mediante medidas electrofisiolégicas de las propiedades

eléctricas pasivas y activas.

Con respecto a las propiedades eléctricas activas de la membrana plasmatica del macré6fago,
se han descrito corrientes de CI, de salida de K* (K* [,u) v de entrada de K+ (Ixiz). Corrientes
i6nicas similares en macroéfagos de ratén y otras lineas celulares han sido asociadas con
transcripcién de mRNA, expresion de proteinas y se atribuyen a la funcién de las proteinas-

canal Kv1.3 y Kir2.1 (Vicente et al., 2003).

Debido a que se conoce que la permeabilidad de la membrana del macroéfago afecta la

supervivencia y multiplicacion del parasito, ha sido de interés conocer cdmo Leishmania spp.,



2 Introduccion

altera las funciones eléctricas de la membrana plasmatica del macréfago. Nuestro grupo ha
estudiado el impacto de la infecciéon por Leishmania sobre las propiedades eléctricas de
macrdfagos infectados usando la técnica de patch clamp en configuraciéon de célula entera. Se
ha mostrado que la infeccién con L. amazonensis de la linea celular de macréfagos J774A.1
afecta su capacitancia, potencial de reposo y resistencia de membrana. También se
registraron cambios en corrientes macroscépicas, resultado de la actividad de canales
i6nicos, cuando se altera la actividad de Ikir y K* loue. Los cambios encontrados dependen del
tiempo post-infeccién (Forero et al, 1999; Camacho et al, 2008; Quintana et al, 2010).
Alterar corrientes de K* puede comprometer la habilidad del macréfago para fagocitar, ser
activado y presentar antigeno, es decir, que las corrientes podrian ser criticas en el control de

infecciones por parte del macréfago (Marcela Camacho 2012).

Durante su ciclo de vida Leishmania se encuentra con diferentes ambientes cuya
concentracion iénica, osmolaridad, pH, temperatura y disponibilidad de nutrientes varian. La
adaptacion a algunos de estos cambios requiere la expresidn selectiva de proteinas
especializadas en transporte: canales i6nicos y transportadores. En promastigotes L. major se
ha sugerido que una bomba de H* genera un gradiente i6nico que favorece el transporte
activo secundario de nutrientes, la cual requiere de corrientes de Cl- para su funcién. (Vieira
et al,, 1994). La identidad de las moléculas que inducen estas corrientes no esta determinada,
pero corrientes anidnicas fueron registradas en bicapas en la membrana plasmatica de L.
mexicana (DiFranco et al, 1995) y luego de la micro-inyeccion de mRNA poliA de L.
amazonensis (Arroyo, 2005; Lagos et al., 2007) y L. braziliensis (Garzon et al., 2009). Con la
informacién disponible del genoma de L. braziliensis el grupo ha mostrado transcripcién de
cuatro genes putativos CLC. Recientemente, se han clonado 3 de estos de L. braziliensis
(Lozano et al, 2009), que son homdélogos de los CLC intracelulares de mamiferos que se

comportan como co-transportadores.

Como se menciond, en el macréfago el crecimiento de Leishmania ocurre al interior de la
vacuola parasitéfora (VP). Estudios sobre L. mexicana y L. amazonensis han mostrado que
estos organelos exhiben ciertas caracteristicas de los compartimientos endociticos tardios de
la célula hospedera. Tienen pH acido (4,7 - 5,2) y contienen las hidrolasas lisosomales
cathepsina D, B, H y L, los marcadores de membrana lisosomal LAMP1 y LAMP2, protén
ATPasas y moléculas MHC clase Il (Alexander et al., 1999; Rusell et al.,, 1992).
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La permeabilidad de la membrana de la VP estd determinada por la capacidad de este
compartimento de interactuar con la via endocitica y la expresion de transportadores en su
membrana. Datos obtenidos durante estudios realizados en el grupo de investigaciéon
sugieren que las vacuolas parasitoéforas de L. amazonensis pueden transportar iones desde el
citosol de la célula hospedera. El secuestro de la sonda amarillo lucifer en la luz de la VP de L.
mexicana se ha atribuido a la presencia de transportadores de aniones de la familia de
glicoproteinas transportadoras ABC en la membrana del organelo y se confirmé en las VPs de
L. amazonensis (Cortazar et al.,, 2006). En registros electrofisioldgicos utilizando la técnica de
patch clamp en configuracion de VP-adherida, se detectaron dos corrientes iénicas: la
primera corriente registrada es anidnica y su caracterizacion es tipica de los canales de
cloruro de la familia CLC. Esta corriente descrita podria contribuir en el mantenimiento de la
electroneutralidad al interior de la VP ya que permite el paso de Cl- que contrarrestaria el
gradiente de potencial que induce la acumulaciéon de protones. La segunda corriente es
cationica, los estudios preliminares sugieren que el canal tiene una alta selectividad por iones
K+ y que podria provenir de la membrana del macréfago. El comportamiento del canal se
asemeja al comportamiento de los canales rectificadores de voltaje dependientes (KIR) que

se encuentran en la membrana del macroéfago (Pérez, 2008).

Los datos electrofisiolégicos muestran cambios que pueden ser consecuencia de alteraciones
en la expresion de canales idnicos. Estos resultados nos llevaron a estudiar la expresion de
las proteinas del modelo Leishmania-Macroéfago, el cual se inicia con el estudio de la
expresion de los canales idnicos responsables de las corrientes idnicas registradas en el
modelo que no han sido identificados, y posteriormente el estudio del proteoma después de
la infeccion puesto que el impacto de la infeccidn sobre las propiedades eléctricas de
macroéfagos infectados implica cambios en el patron de expresion de proteinas entre

macro6fagos no infectados e infectados. En este sentido el objetivo general de este trabajo es:

= Estudiar la expresién de proteinas en el modelo Leishmania-Macréfago con énfasis en
canales i6nicos, para determinar su relaciéon con los fenomenos eléctricos medidos en

este modelo por electrofisiologia.

La aproximaciéon metodologia utilizada en este trabajo comprendié el uso de las siguientes

técnicas clasicas de analisis de proteinas: electroforesis en una dimensiéon SDS-PAGE,
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electroforesis en dos dimensiones (2D; IEF-SDS-PAGE) y ensayos de inmunodeteccién por
western blot. Los resultados y analisis se presentan en cuatro capitulos. En el capitulo 1, se
hace una descripcién de la enfermedad causada por Leishmania y su impacto en la sociedad,
ademas de una descripcion biolégica del parasito Leishmania. En el capitulo 2, se describen
las mejores condiciones experimentales para la obtencién de extractos de proteina total y
extractos enriquecidos con proteinas de membrana para macréfagos |774A.1 y el parasito
Leishmania, ademas del aislamiento y obtenciéon de un extracto de proteina total de
fagosomas LBPs. En el capitulo 3, se describe la expresion de las proteinas responsables de
las corrientes idnicas registradas en el modelo Leishmania-Macroéfago: Kir2.1, Kv1.3,Kv 1.5y
CLC3 en macroéfagos J774A.1, Kir2.1 en fagosomas LBPs como modelo alternativo a la vacuola
parasitéfora y CLC en dos especies de Leishmania. Finalmente, en el capitulo 4, se describe el
patrén de expresidon de proteinas de macréfagos J774A.1 después de la infeccién con L.
amazonensis. Estos resultados permiten relacionar resultados obtenidos mediante la

caracterizacién funcional por electrofisiologia.



1.Capitulo 1: La enfermedad y el agente
etiologico

1.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis es causada por un parasito protozoario perteneciente al género Leishmania,
el cual es transmitido por la picadura de un pequeio insecto vector, el flebotomiano, que en
el nuevo continente pertenece al género Lutzomia. Existen 500 especies conocidas del
fleb6tomo, pero sélo se ha encontrado que alrededor de 30 transmiten la leishmaniasis. La
transmision es mas frecuentemente zoondtica: los parasitos (Leishmania) se transmiten
desde un amplio depoésito de animales salvajes (roedores pequefios, perros) por la picadura
del fleb6tomo hembra. También puede ser antropondtica, el parasito se transmite por el
fleb6tomo desde un hospedero humano infectado (http://www.who.int/tdr/publications/

documents/leishmaniasis-life-cycle.swf).

De acuerdo con la WHO, la leishmaniasis amenaza a cerca de 350 millones de hombres,
mujeres y ninos en 88 paises de todo el mundo. Se calcula una prevalencia mundial de 12
millones de personas infectadas, con una incidencia de 1-2 millones de casos nuevos por afio
(http://www.who.int/leishma-niasis/en/). Hasta hace poco, el impacto en la salud publica de
la leishmaniasis fue subestimado. Durante los dltimos 10 afios, las regiones endémicas se han
extendido y se ha producido un fuerte incremento en el nimero de casos de la enfermedad.
Ademas no se registré un nimero importante de casos (http://www.who.int/leishmaniasis/

burden/magnitude/burden_magnitude/en/index.html).

En Colombia, esta enfermedad se presenta de forma endémica, en focos naturales localizados
en su mayoria en zonas rurales que incluyen bosque seco y bosque himedo tropical, con
excepcion de San Andrés Islas, Atlantico y Bogota D.C,, por lo que se estima que 10 millones

de personas se encuentran en riesgo (INS, 2010).
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En los dltimos afos se ha presentado un aumento en la incidencia de la leishmaniasis en
Colombia. En la década de los afios 90 se notificaron en promedio 6.500 casos por afio y en
los afios 2005 y 2006 aumentaron a 20.000 (INS, 2010), incremento atribuido a diversos
factores como ampliacién en la urbanizacién no planeada, deforestacién, desarrollo de
asentamientos humanos no planificados, migraciéon de poblacidn de areas rurales a urbanas,
desplazamiento forzado, limitaciones en el suministro de tratamientos asociado a la
restriccion en el uso de medicamentos especificos, diagnosticos inadecuados o tardios y mas
recientemente la asociacién de la leishmaniasis con la infecciébn por el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) (Desjeux, 1999).

La enfermedad tiene un amplio espectro de manifestaciones clinicas, las cuales incluyen
lesiones cutdneas, mucocutaneas o viscerales (Figura 1-1). La leishmaniasis cutdnea es la
forma méas comun, sin embargo, la leishmaniasis visceral es la forma mas severa, en la cual

organos vitales del cuerpo son afectados.

Figura 1-1: Manifestaciones clinicas de la leishmaniasis. De izquierda a derecha, lesién cutanea, lesion
mucocutanea y lesion visceral.

La leishmaniasis cutdnea es producida por especies de los subgéneros Leishmania y Viannia;
se asocia con mayor frecuencia a L. (L) major, L. (L) trépica, (en regiones de Africa, Medio
Oriente, India y Sudan), L. (L) chagasi, L. (L) amazonensis y L. (L) mexicana (en América
central y del sur). Usualmente produce ulceras en partes expuestas del cuerpo, como la cara
brazos y piernas. Cuando las tulceras se curan, dejan cicatrices permanentes, que son a

menudo causa de serios prejuicios sociales. De acuerdo al estado inmunoldgico del individuo
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puede curarse de manera espontanea o presentar una forma diseminada denominada

leishmaniasis cutdnea difusa que afecta la mayor parte del cuerpo (Herwaldt, 1999).

En la leishmaniasis mucocutanea, producida por L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis y L (V.)
panamensis (en América Central y del Sur) las lesiones pueden llevar a la destruccién parcial
o total de las membranas de las mucosas de la nariz, la boca y la garganta y tejidos
circundantes. Estas lesiones suelen ser desfigurantes y no se curan espontaneamente. Esta
forma de leishmaniasis puede llevar a la victima a ser rechazada por la comunidad

(Herwaldt, 1999).

La leishmaniasis visceral, también conocida como “kala-azar”, es producida por especies del
complejo Leishmania donovani, que incluye las especies L. donovani (en Europa, norte de
Africa y Asia), L. infantum y L. chagasi (en América central y del sur) se caracteriza por
episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso sustancial, hinchazén del bazo y el higado y
anemia. Si la enfermedad no es tratada, la tase de mortalidad en los paises puede ser hasta de

100% en 2 afios (Herwaldt, 1999).

En Colombia se presentan las tres formas clinicas de la enfermedad, siendo la mas frecuente
la leishmaniasis cutdnea (98% de los casos) predominantemente en los departamentos de
Antioquia, Caquetd, Guaviare, Meta, Putumayo, Narifio y Santander. La leishmaniasis
mucocutanea (1% de los casos) en Antioquia, Meta, Guaviare, Caquetd, Narifio, Putumayo y la
leishmaniasis visceral (menor al 1% de los casos reportados) endémica en el Valle de Rio
Magdalena principalmente en los departamentos de Bolivar, Cérdoba, Sucre, Cundinamarca,

Huila, Tolima y Santander (INS, 2011).

Teniendo en cuenta que no existe todavia ninguna vacuna eficaz para la prevenciéon de
cualquier forma de leishmaniasis, la poca o ninguna motivaciéon que tiene la industria
farmacéutica para invertir en la investigacién y desarrollo de medicamentos para la
leishmaniasis (lo que ha llevado a incluirla en el grupo de enfermedades huérfanas), y la
aparicién de cepas resistentes a la quimioterapia clasica, se exige una mejor comprensién de
la fisiologia del parasito y de las interacciones con su célula hospedera para el disefio de

estrategias mas efectivas, accesibles, seguras, eficientes, de corta duracion y a un costo
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razonable para mejorar la calidad de vida de los pacientes que padecen esta enfermedad

(http://pecet-colombia.org/worldcommunitygrid /drugsearch).

1.2 Leishmania spp.

Leishmania, es un parasito intracelular obligado que infecta células de la linea fagocitica
mononuclear de diversas especies mamiferas (Alexander et al.,, 1999). Pertenece a la familia
Trypanosomatidae, orden Trypanosomatida y clase Kinetoplastida. Posee tres subgéneros
Leishmania, Viannia y Sauroleishmania (Croan et al, 1997), cada uno con diferentes
complejos y especies separados por caracteristicas bioquimicas y moleculares. Existen
alrededor de 21 a 30 especies diferentes, las cuales son morfolégicamente indistinguibles

(http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/bio logy.html).

Su ciclo de vida (Figura 1-2) incluye un insecto vector, los mosquitos del género Phlebotomus
y Lutzomyia y diferentes especies de mamiferos. El ciclo de vida inicia cuando el insecto
ingiere sangre que contiene macrdfagos infectados con amastigotes, los cuales son liberados
en el intestino del insecto vector; en este ambiente el amastigote se diferencia a
promastigote. En el fleb6tomo Leishmania presenta una forma flagelar denominada
promastigote que se multiplica en el intestino del insecto vector, posteriormente el parasito
sufre metaciclogénesis, un proceso de diferenciaciéon por el cual se generan promastigotes
infectivos. Los parasitos migran a la probdscide del vector y son inoculados al hospedero
mamifero mediante la picadura del insecto. En el interior del nuevo hospedero, los
promastigotes son fagocitados por células mononucleares e incorporados en un
compartimento acido y rico en hidrolasas denominado vacuola parasitéfora (VP) (Antoine et
al,, 1990; Russell et al., 1992), en su interior el parasito se diferencia a una forma inmoévil y
redondeada, denominada amastigote (Sacks & Noben-Trauth, 2002; Gossage et al,, 2003).
Durante su ciclo de vida Leishmania encuentra ambientes caracterizados por cambios en pH,
composicién idnica, entre otros, entornos que hacen necesario que el parasito exprese

mecanismos reguladores para sobrevivir (Besteiro et al., 2007).
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Figura 1-2: Ciclo de vida de Leishmania spp. Los promastigotes metaciclicos (1) son transmitidos por
la picadura del fleb6tomo. Estos son fagocitados por macréfagos (2). Dentro de la VP del macroéfago,
los promastigotes se diferencian en amastigotes (3), los cuales se multiplican y salen de los
macroéfagos para infectar otras células (4). Durante otra picadura, el fleb6tomo ingiere macréfagos
infectados (5); en el intestino del insecto los amastigotes se diferencian en promastigotes prociclicos
(6) que se desarrollan en el intestino grueso o medio y migran a la proboéscide como promastigotes
metaciclicos, para continuar el ciclo. (Cuervo et al,, 2010).

insect human
host host

Pracyclic
promastigote Intracellular

amastigote






2.Capitulo 2: Extractos de proteinas para el
modelo Leishmania-Macrofago

2.1 Importancia del estudio de las proteinas

La gen6mica es importante y ha sido util en muchos aspectos, pero los datos gendémicos se
limitan a proporcionar informacién solo de los &cidos nucleicos. Sin embargo, las proteinas
son las moléculas que llevan a cabo la funcién codificada en los acidos nucleicos, y por lo
tanto responsables de controlar la funcién y el metabolismo celular; mientras que los mRNAs

son los intermediarios entre el gen y su respectiva proteina.

La idea de que los niveles del mRNA son indicadores de la respectiva expresion/abundancia
de las proteinas, no siempre es correcta y la abundancia del mRNA no informa sobre las
modificaciones post-traduccionales que pueden sufrir las proteinas y que pueden cambiar su
funcién. Esto es especialmente cierto para los tripanosoméatidos ya que estos organismos
regulan la expresién y abundancia de sus proteinas post-transcripcionalmente (Paape &

Aebischer, 2011).

Por lo tanto el estudio sistematico de las proteinas producidas por un organismo, permite su
identificacion y caracterizacion, dando una descripcidn detallada de su estructura, funcion y
aportando en la comprensién del control de sistemas biolégicos en la salud y las
enfermedades. Asi, los avances en los métodos y las tecnologias han catalizado la expansion
del alcance de los estudios bioldgicos, desde el analisis bioquimico de una sola proteina hasta
el analisis del proteoma global. M&s atin es una fuente rica en informacidn bioldgica porque
las proteinas estan involucradas en casi todas las actividades bioldgicas. En comparacién con
el estudio de los acidos nucleicos, la complejidad experimental del estudio de las proteinas es
mayor porque muchas son procesadas y modificadas en vias complejas y pueden ser el
producto de un procesamiento (splicing) diferencial del mRNA; adicionalmente, la

abundancia de las proteinas abarca un amplio rango (Patterson & Aebersold, 2003).
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2.2 Preparacion de la muestra?

La preparacion de la muestra es vital en el andlisis de las proteinas ya sea por técnicas
clasicas o por técnicas mas complejas, como las que incluye la proteémica. Los resultados de
los experimentos dependen de las condiciones del material de partida. Por lo tanto, una
preparacidon cuidadosa de la muestra es esencial para obtener resultados significativos y
confiables, especialmente en un andlisis de proteinas comparativo, donde se buscan
diferencias entre una muestra control y una muestra experimental que pueden ser pequeias.
Durante la preparacion de la muestra para estudios de proteinas es necesario optimizar el
procedimiento para cada muestra particular. Ademas, todos los procedimientos aplicados
deben ser tan simples como sea posible para evitar pérdida, degradacién y modificaciones de

la muestra.

La ruptura o lisis celular es uno de los pasos en la preparacién de cualquier material
biolégico para el andlisis de sus proteinas. Su aplicacion en el procedimiento de preparacion
de la muestra, debe cambiar las propiedades fisicas de la muestra sin ningin cambio en la
quimica de los componentes. Los métodos de ruptura celular para el estudio de proteinas

pueden ser: mecanicos o quimicos.

Una vez obtenida la muestra, las proteinas presentes es esta deben estar disponibles para
estudio, por lo que la solubilizacién es indispensable. Este procedimiento afecta la calidad de
los resultados finales y determina el éxito del experimento completo. Romper las
interacciones involucradas en la agregacion de proteinas, debidas a puentes disulfuro,
puentes de hidrogeno, fuerzas van der Waals, interacciones iénicas e hidrofdbicas, permite la
ruptura de las proteinas en polipéptidos individuales que facilitan su solubilizacién. La
integraciéon de las proteinas en las membranas y la formaciéon de complejos con otras
proteinas o acidos nucléicos dificultan el proceso de manera significativa. Con el objetivo de
evitar modificacién en las proteinas, agregacién o precipitacidn, el proceso de solubilizacién
de la muestra implica el uso de compuestos caotrdpicos (drea o tiolurea), detergentes
(CHAPS, Triton X-100), agentes reductores (DTT/DTE) e inhibidores de proteasas en el

buffer de lisis. Los compuestos caotrdopicos rompen los puentes de hidrégeno y las

! Bodzon-Kulakowska et al., 2007
’Inhibidores de canales/transportadores de cloruro
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interacciones hidrofilicas generando el des-plegamiento de la proteina y como consecuencia
dejando sus grupos ionizables expuestos a la solucién. Los detergentes sustituyen las
interacciones hidrofébicas permitiendo la extraccién y solubilizacién de las proteinas. Los
agentes reductores rompen los puentes disulfuro entre los residuos de cisteina ayudando en
el des-plegamiento de la proteina. Finalmente, los inhibidores desactivan las proteasas
endégenas que son liberadas durante la ruptura celular, cuya actividad enzimdtica no

controlada generaria la degradacion de las proteinas en un extracto.

Componentes como buffers, sales y detergentes que se incluyen en las soluciones de lisis
frecuentemente interfieren con técnicas posteriores de separacion de proteinas, inhiben el
proceso de digestion o complican significativamente el analisis de datos, por lo tanto deben
ser eliminados. Los métodos mas utilizados para eliminar compuestos interferentes incluyen
dialisis, ultrafiltracion, filtracién en gel, precipitaciéon de proteinas con acido tricloacético

(TCA) o con solventes organicos.

Por lo anterior y en funcién del objetivo general de este trabajo de investigacion, este estudio
inici6 con la busqueda de metodologias que permitieran la obtenciéon de extractos de
proteina total y extractos enriquecidos con proteinas de membrana del modelo Leishmania-
Macréfago. En el desarrollo del capitulo se mostraran las diferentes estrategias

experimentales ensayadas para la mejor obtencion de los extractos mencionados.

2.3 Extractos de proteina total

2.3.1 Separacion de proteinas por electroforesis 1D SDS-PAGE

Las proteinas pueden ser separadas y analizadas por medio de diferentes técnicas. La técnica
mas simple y ampliamente utilizada para separar proteinas es la electroforesis. Esta consiste
en el desplazamiento de una particula cargada bajo la influencia de un campo eléctrico. La
aplicacion mas tipica concierne la separacion de macromoléculas que se encuentren
mezcladas en una muestra; esto se basa en que si distintos compuestos depositados en un
punto de un medio migran a velocidades diferentes, entonces al cabo de un cierto tiempo
habran recorrido distancias diferentes y por lo tanto se habran separado unos de otros. Los
determinantes fundamentales de la velocidad de migracién en un campo eléctrico dado son:

la carga de la molécula y su tamafo.



14 Estudio de la expresién de proteinas en el modelo Leishmania-Macréfago

La técnica mas ampliamente utilizada para separar proteinas es la electroforesis en gel de
policrilamida con SDS (SDS-PAGE), que las separa por su masa. Para lograrlo tiene en cuenta
dos pasos, el primer paso es cerciorarse de que las diferentes moléculas no difieran en cuanto
a carga eléctrica, sino que posean una carga neta de la misma polaridad, que sea proporcional
a su masa. En las proteinas, la composicién de aminoacidos varia mucho, y éstos a su vez
pueden diferir drasticamente tanto en la carga neta (que puede ser positiva, negativa o
neutra) como en el peso molecular. Para enfrentar este problema, se aplica el detergente
aniénico SDS, que se combina con las proteinas en una relaciéon practicamente constante:

~1.4 gramos de SDS por cada gramo de proteina. La carga introducida por el SDS es

cuantitativamente mucho mayor que toda carga enddgena que poseyera inicialmente la
proteina, y proporcional a la masa del polipéptido; por consiguiente se obtiene una poblacion
de proteinas modificadas que son todas negativamente cargadas, y con una relacién carga-
masa aproximadamente constante. Esta primera medida uniformaliza la carga eléctrica de las
proteinas, pero no ayuda a separarlas, ya que la constancia del cociente carga-masa hace que
la movilidad de diferentes moléculas tienda a ser la misma: las mas grandes son las que
experimentan la mayor fuerza eléctrica, pero también sufren mayor fricciéon con el medio, y
viceversa. Para superar este inconveniente el segundo paso que tiene en cuenta la técnica, es
introducir un medio que proporcione un impedimento diferencial a moléculas de diferente
tamafio: un gel constituido por acrilamida, con los intersticios ocupados por un liquido
conductivo. Asi las moléculas se veran selectivamente retardadas en su migracién
dependiendo de su tamaiio, y, debido a sus diferentes velocidades, al cabo de un determinado
periodo se encontraran segregadas en posiciones distintas. La comparacién con la migracién
de moléculas de referencia cuya masa sea conocida permite asignar un peso molecular a las

moléculas que se han separado en la muestra (Nasi Enrico, 2010).

La muestra puede aplicarse directamente en la parte superior del gel en el cual ocurre la
separacién de las proteinas (gel separador). Sin embargo, en estos casos, la nitidez de las
bandas producidas en el gel est4 limitada por el tamafio (volumen) de la muestra aplicada al
gel. Basicamente, las bandas separadas serdn tan amplias (o mdas amplias, debido a la
difusién) como la banda de muestra aplicada al gel. Para ordenar la muestra se polimeriza un
gel de apilamiento (gel concentrador) en la parte superior del gel separador. El propdsito de
este gel de apilamiento es concentrar la muestra en una banda fina antes de entrar en el gel

separador, dando asi bandas mas nitidas de proteinas en este gel. Esta modificacion permite
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cargar volumenes grandes de muestra al gel sin pérdida de resolucion. El gel concentrador
tiene un tamafo de poro muy grande (4% de acrilamida) que permite que las proteinas se
muevan libremente y concentren, o apilen bajo el efecto del campo eléctrico (Walker, 1996).
Por su parte, el tamafio del poro del gel separador es determinado por la concentraciéon de
mondmeros (acrilamida), la cual se selecciona dependiendo del tamafio de las proteinas a ser
analizado. Concentraciones bajas de acrilamida se utilizan para separar proteinas de alto
peso molecular, mientras que concentraciones de acrilamida altas se utilizan para separar

proteinas de bajo peso molecular (QIAGEN, Bench Guide).

Extractos de proteina soluble de macréfagos J774A.1 no infectados (NI) y macroéfagos
J774A.1 48 hpi con L. amazonensis (ver Anexo B - Protocolo 1) fueron utilizados para ensayar
diferentes condiciones experimentales en la separaciéon de las proteinas por la técnica de
electroforesis 1D SDS-PAGE. Esta técnica de separacion clasica se utiliz6 para la visualizaciéon
de las proteinas obtenidas después de seguir un protocolo de extraccién, con el objetivo de
determinar la calidad de los extractos. Un protocolo base se tom6 como referencia para la
elaboracion de los geles, gel concentrador y gel separador (Acrilamida/Bis-acrilamida, buffer
concentrador 4X, buffer separador 4X, TEMED y APS 10%) y preparacion de los reactivos,
buffer de carga 1X, buffer de corrida, solucién de tincién (Azul de Coomassie) y solucion

decolorante.

Una vez obtenidos los extractos, estos fueron cuantificados por el método colorimétrico del
acido bicinconinico (BCA). En este ensayo inicialmente los enlaces peptidicos de la proteina
reducen los iones Cu?* del sulfato ciprico a Cu*. La cantidad de iones Cu?* reducidos es
proporcional a la cantidad de proteina presente en la solucién. Posteriormente, dos
moléculas del acido bicinconinico acomplejan cada ion Cu*, formando un compuesto color
purpura que absorbe luz a una longitud de onda de 562nm. La cantidad de proteina en una
muestra se determinada espectrofotométricamente por comparacién con una soluciéon de

proteina de concentracién conocida (Walker, 1996).

Utilizando una solucién de albiimina de suero bovino (BSA) de concentracién conocida se
construyd una curva de calibracién cuyo coeficiente de correlaciéon al cuadraro (Rz: 0,998 -
datos no mostrados) muestra que el método de cuantificacion con BCA sigue la Ley de

Lambert-Beer. Esta ley expresa la relacion entre la absorbancia de luz monocromatica (de
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longitud de onda fija) y la concentraciéon de un croméforo en solucién: la absorbancia de una
solucién es directamente proporcional a su concentracion, depende de la distancia que
recorre la luz por la soluciéon y de una constante denominada coeficiente de extincién
(A=ebC). De esta forma es posible calcular la concentracion de un extracto proteico

interpolando un valor de absorbancia en la curva de calibracién.

Una vez cuantificados, los extractos se sometieron a electroforesis 1D SDS-PAGE utilizando
un gel concentrador de 3,9% y un gel separador de 10%, y ensayando dos condiciones: 1)
Preparacion de los dos geles (gel concentrador y separador) a partir del buffer
correspondiente (buffer concentrador 4X, buffer separador 4X) con y sin SDS, y 2)
tratamiento del extracto bajo condiciones desnaturalizantes o desnaturalizantes-reductoras.
El tratamiento bajo condiciones desnaturalizantes se realiz6 mezclando el extracto de
proteinas con el buffer de carga y posterior calentamiento a 92°C por 5 min, mientras que en
el tratamiento bajo condiciones desnaturalizantes-reductoras se realiz6 el procedimiento

anterior adicionando al buffer de carga 3-mercaptoetanol (agente reductor).

De los perfiles electroforéticos mostrados en la Figura 2-1, se observa que en la region
comprendida entre 15KDa y 40KDa hay una diferencia en la resoluciéon de las bandas de
proteinas, siendo para el gel que no contiene SDS mejor que para el gel que contiene SDS.
Este resultado se debe a que el SDS tiene una concentracion limite con el fin de evitar la
formacion de micelas, las cuales son interferencias en la separaciéon y en la tincién con el
colorante azul de Coomassie. Por tal razon, el resultado sugiere que la preparacion de los
geles se realice con los correspondientes buffers sin adicién de SDS, sin embargo el
detergente estara presente en el buffer de carga y el buffer de corrida, para mantener las

condiciones desnaturalizantes.

Al comparar los perfiles electroforéticos de los carriles 2 y 4 en la Figura 2-1 A, los cuales
corresponden al tratamiento del extracto bajo condiciones de desnaturalizacién o
desnaturalizacién-reduccion, respectivamente, se observa una diferencia en la linealidad de
las bandas entre los pesos moleculares de 50KDa y 110KDa, las bandas del carril 2 tienen
linealidad heterogénea en la cual los bordes son mas gruesos. Esta comparacién indica que
existe diferencia entre los tratamientos aplicados al extracto, el tratamiento que incluye

desnaturalizacién y reduccion de las proteinas genera bandas con linealidad homogénea y
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mejor resolucidn. Esta caracteristica esta relacionada con la presencia del -mercaptoetanol,
un agente reductor de puentes disulfuro que asegura que las proteinas queden mas lineales y

disponibles para que el SDS interactie con ellas y les confiera una carga negativa uniforme.

Figura 2-1: Gel SDS-PAGE de los extractos de proteina soluble para macroéfagos J774A.1 NI y
macrofagos J774A.1 48 hpi con L. amazonensis. Gel separador 10%. A. Gel sin SDS. B. Gel con SDS. MW
(KDa). Marcador; 1. Macrofago NI - tto. Desnaturalizaciéon; 2. Macr6fago 48 hpi - tto.
Desnaturalizacién; 3. Macrofago NI - tto. desnaturalizacion-reduccién; 4. Macréfago 48 hpi tto.
desnaturalizacion-reduccion. Macréfago NI 1,5ug, Macrdfago 48 hpi 3 pg. tto.: tratamiento.
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De esta manera, se concluye que los extractos de proteinas seran tratados bajo condiciones
desnaturalizantes y reductoras, es decir, que el extracto serd mezclado con el buffer de carga
suplementado con (3-mercaptoetanol, seguido de calentamiento a ebullicion durante 10 min.
Es importante resaltar, que aunque se observan diferencias en los perfiles electroforéticos
entre el macréofago NI y el macréfago 48hpi, no es correcto dar conclusiones, porque la

cantidad de muestra sembrada en los respectivos pozos no es la misma.

2.3.2 Extracto de proteina total de macrofagos J774A.1

Tres procedimientos de lisis fueron ensayados para obtener el extracto de proteina total de
macrdéfagos J774A.1 NI (ver Anexo B - Protocolo 2), buffer de carga 1X cuya composicién de
sales y detergente del buffer de lisis permite el rompimiento de la membrana celular, y buffer
RIPA utilizando dos composiciones diferentes del buffer de lisis, RIPA I y RIPA II. Este buffer
es uno de los mas utilizados en la lisis de células mamiferas para la extracciéon de proteinas

citoplasmaticas, de membrana y nucleares. De la composiciéon quimica de los tres buffers de
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lisis se puede decir que proporcionan un ambiente quimico para la solubilizacién de la gran
diversidad de compuestos hidrofilicos (proteinas, carbohidratos) como hidrofébicos
(proteinas, lipidos) presentes en las células. Los extractos obtenidos con los buffers RIPA Iy
RIPA II una vez cuantificados fueron sometidos a electroforesis 1D SDS-PAGE (ver Anexo C -
Protocolo 1) teniendo en cuenta las condiciones experimentales encontradas para la

preparacién de los geles (gel concentrador y gel separador) y tratamiento del extracto.

Figura 2-2: Gel SDS-PAGE de los extractos de proteina total para macréfagos J774A.1 NI obtenidos por
tres procedimientos de lisis. Gel separador 10%. MW (KDa). Marcador; a. Buffer de carga; b. RIPA Iy c.
RIPA II. 25ug de proteina/pozo para RIPA1y RIPAIL
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De los perfiles electroforéticos que se muestran en la Figura 2-2 para la muestra de
macroéfagos J774A.1 NI se puede decir que los tres procedimientos ensayados permiten la
obtencion de un extracto proteico con presencia de diversas proteinas en un amplio rango de
peso molecular. El procedimiento buffer de carga y buffer RIPA [ generan un perfil de
proteinas similar, mientras que con el procedimiento buffer RIPA II se obtiene un mejor
bandeo de proteinas de alto peso molecular y también de bajo peso molecular, por lo tanto es
el procedimiento que permite obtener de las células la mas alta representacion de proteinas
en el amplio rango de peso molecular. Este comportamiento se atribuye a dos caracteristicas
del buffer de lisis RIPA II: 1) el incremento en la concentraciéon de NaCl de 150mM a 300mM
genera una condicién hiperténica en la cual la alteraciéon del volumen celular dado por la
migracion del agua hacia el exterior de la célula genera debilitamiento de la membrana por

estrés mecanico, es decir, que la célula se estd sometiendo a una condicién adicional a la
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presencia del detergente para su lisis; 2) el incremento en la concentracion del detergente
Tritén X-100 de 0,5% a 1% aporta un mayor ambiente hidrofébico para la solubilizacién de
los lipidos de las membranas y la liberacion del contenido de los organelos. La literatura
reporta que bajas concentraciones del detergente Tritén con un buffer isoténico (como el
buffer RIPA I) preserva la integridad nuclear y los microfilamentos, mientras que el uso del
detergente con buffers hipoténicos o hiperténicos (como el buffer RIPA II) se utiliza para

obtener preparaciones del citoesqueleto (Ramsby et al., 1999).

De esta manera, se concluye que para la obtenciéon de un extracto de proteina total de
macrofagos |774A.1 NI se utilizara el buffer de lisis RIPA 11, cuyo procedimiento se encuentra
descrito en el Anexo B - Protocolo 2. Es importante resaltar que este procedimiento no
requiere pasos adicionales de purificacién de las proteinas que puedan modificar la muestra,

caracteristica importante para estudios comparativos de analisis de proteinas.

2.3.3 Extracto de proteina total de promastigotes de Leishmania
amazonensis

Una de las dificultades en nuestro laboratorio ha sido la obtencién de un extracto de proteina
total del parasito Leishmania cuyo perfil electroforético muestre representaciéon de proteinas
en todo el rango de peso molecular. La causa es la dificultad experimental que existe para
lisar la membrana de los parasitos debido a la presencia de un glicocélix complejo en su
membrana. Este glicocdlix estd compuesto principalmente por: lipofosfoglicanos (LPG),
proteofosfoglicanos (PPG), glicoproteinas (GP63) y un grupo de glicoinositolfosfolipidos
(Novozhilova & Bovin, 2010).

Con el objetivo de dar solucién a esta dificultad se ensayaron diferentes procedimientos de
lisis (ver Anexo B - Protocolo 4), para obtener el extracto de proteina total del parasito
Leishmania amazonensis en su estadio promastigote. Se utilizaron promastigotes porque este
estadio de Leishmania puede mantenerse en cultivo in vitro y generarse en grandes
cantidades. Los procedimientos de lisis tienen en cuenta los siguientes principios
fisicoquimicos de ruptura celular: lisis por detergentes, sonicacién, ciclos de congelamiento-
descongelamiento y lisis osmotica, los cuales fueron utilizados de manera individual o en
combinacién. La composicién de los diferentes buffers usados en los procedimientos incluyé

el uso de ciertos compuestos quimicos que influyen en la solubilizacién de las proteinas
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liberadas después de la lisis celular, ya que rompen las interacciones involucradas en la
agregacion de las proteinas, tales como puentes disulfuro, puentes de hidrégeno, fuerzas van

der Waals, interacciones idnicas e hidrofébicas.

Los extractos de proteina obtenidos con los diferentes procedimientos fueron sometidos a
electroforesis 1D SDS-PAGE teniendo en cuentas las condiciones establecidas (ver Anexo C -

Protocolo 1).

El primer procedimiento de lisis ensayado, que utiliza el buffer de carga 1X, permite el
rompimiento de la membrana celular por disrupcién con detergente. Estos comprometen la
integridad de la membrana celular al penetrar la bicapa lipidica y formar micelas con
fosfolipidos aislados y proteinas de membrana. El detergente SDS presente en el buffer de
lisis interrumpe las interacciones hidrofébicas entre los dominios hidrofébicos de las
proteinas, mientras que el agente reductor -mercaptoetanol rompe los puentes disulfuro

intra- e intermoleculares y logra el des-plegamiento de las proteinas (Gorg et al., 2004).

El perfil electroforético con el buffer de carga 1X (Figura 2-3, panel a) muestra pocas
proteinas que se agrupan entre 50 y 80KDa y otras de bajo peso molecular (<35KDa), con
resolucién baja indicando lisis incompleta de los parasitos y sugiriendo que el SDS no es un
detergente apropiado para desestabilizar la membrana celular. Como el SDS es un detergente
aniénico que posee una cola de 12 dtomos de carbono unida a un grupo sulfato, este grupo
ionico podria reducir la solubilidad del detergente en la bicapa lipidica disminuyendo su

penetracion y limitando la liberacién completa de las proteinas presentes en la célula.

Para optimizar la lisis se wusaron protocolos descritos para Leishmania. Los dos
procedimientos de lisis, buffer de Lisis I y buffer de Lisis II, son una adaptacién de Géngora et
al., 2003, Brotherton et al,, 2010 y Leifso et al.,, 2007. Estos procedimientos también actian
mediante el principio de lisis quimica por la presencia del detergente zwitterionico CHAPS.
Sin embargo, a diferencia del buffer de lisis anterior, estos contienen drea y tiotrea, que junto
con el detergente mejoran la solubilizacion de proteinas de membrana. Estos agentes
caotropicos rompen los puentes de hidrégeno e interacciones hidrofilicas evitando el

plegamiento de las proteinas.
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Los perfiles electroforéticos correspondientes a los procedimientos buffer de Lisis I (Figura
2-3, panel b) y buffer de Lisis II (Figura 2-3, panel c) muestran que aunque son notables
ciertas bandas de proteinas estas no son nitidas, lo que puede atribuirse a la interferencia
que genera la alta concentracién de Urea presente que dificulta la saturacién adecuada de las
proteinas con SDS al debilitar su interaccion (Rabilloud et al., 1997). Al comparar estos
perfiles electroforéticos, el procedimiento buffer de Lisis I genera un barrido indicando
degradacion de las proteinas aisladas que podria ser resultado de tratamientos como la
ebullicién de las células que sigue este procedimiento. Ademds bajo estas condiciones
también se esta favoreciendo la carbamilacién de proteinas. El mayor problema asociado con
la Urea en una solucién acuosa es que la Urea se encuentra en equilibrio con el isocianato, el
cual reacciona con los grupos a-amino del extremo N-terminal y los grupos g-amino de los
residuos de lisina, generando artefactos en las proteinas; esta reacciéon se favorece con la

temperatura (Gorg et al., 2004; Bodzon-Kulakowska et al., 2007).

Figura 2-3: Gel SDS-PAGE de los extractos de proteina total para promastigotes de L. amazonensis
obtenidos por 7 procedimientos de lisis. Gel separador 10%. MW (KDa). Marcador; a. Buffer de carga
1X; b. Buffer Lisis I; c. Buffer Lisis II; d. Buffer RIPA I; e. Buffer RIPA I - sonicacion; f. PBS
hipoténico/Tritén X-100; g. Buffer RIPA II.
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Para disminuir la interferencia por trea en la separacion de las proteinas por SDS-PAGE una
alicuota del extracto se mezcl6 con SDS al 20% P/V como sugiere Krieg et al, 2005. Esta
modificacion mostré bandas poco definidas, menor resolucién, y se observé barrido y no

separacién (imagen no mostrada), indicando que aumentar la cantidad de SDS en el
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tratamiento posterior de los extractos, no s6lo no elimina la interferencia, sino que ademas
satura el sistema. Los detergentes tienen cierta solubilidad en agua, y al exceder su
concentracién critica forman micelas (agregados) que limitan la unién del detergente a la
proteina denaturada y consecuentemente la carga negativa necesaria para su desplazamiento

en el campo eléctrico generado en la electroforesis.

Muchos compuestos que son interferentes en la separacién pueden ser eliminados mediante
diferentes mecanismos, dentro de los que se cuenta la precipitacion de proteinas con
solventes organicos miscibles con agua. La capa de solvatacién alrededor de la proteina
disminuye después de la adicion del solvente cuando este desplaza el agua de la superficie de
la proteina para unirse a ella favoreciendo su agregacion. Entonces, para eliminar la drea del
extracto total del parasito se realiz6 precipitaciéon de las proteinas con acetona a -20°C,
solubilizandolas posteriormente en el buffer carga 1X sin mejoria en la resoluciéon y con
menor cantidad de bandas (imagen no mostrada). Este resultado permite proponer que la
poca cantidad de bandas no se debe solamente a la presencia de compuestos interferentes
sino también a la baja representacién de proteinas en los extractos obtenidos para el parasito

debido a lisis incompleta.

El siguiente procedimiento de lisis ensayado, utiliza el buffer de lisis RIPA I, y genera ruptura
celular por lisis quimica. Del perfil electroforético mostrado para el buffer RIPA I (Figura 2-3,
d) se puede observar baja resolucién de las bandas. Aunque se observan algunas bandas en la
parte media del gel, estdn ausentes en gran proporciéon bandas de alto y bajo peso molecular,
lo que podria sugerir una vez mas que este procedimiento genera lisis incompleta de la

membrana de los parasitos.

Todos los anteriores resultados muestran y permiten concluir que los procedimientos de
ruptura cuyo principio es la alteracion de la membrana celular por accién de un detergente,
no son suficientes para lisar Leishmania. Por tal razén, los procedimientos que a continuacién

fueron ensayados incluyen pasos de ruptura mecanica para inducir lisis.

En el siguiente ensayo se decidi6 utilizar junto con el buffer RIPA I sonicacién, un método
mecanico en el cual las ondas ultrasénicas generadas interactdan con las células produciendo

microburbujas de gas, cuya energia liberada después de la explosion/implosion lleva a
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ruptura celular. La sonicacion de las células se realiz6 en hielo para evitar degradacién de las
proteinas por el calor generado en la vibraciéon del sistema. El perfil electroforético
correspondiente a este procedimiento (Figura 2-3, e) muestra incremento en la cantidad de
bandas de alto y bajo peso molecular cuya resolucién y nitidez es mayor en comparacién con
los perfiles anteriores. Aunque se mejord la representacién de proteinas en el extracto al
utilizar dos métodos de ruptura, lo que corresponde a una mejor lisis de los parasitos, aun

estan ausentes muchas bandas en todo el rango de peso molecular.

El siguiente procedimiento de lisis ensayado utiliza dos métodos de ruptura mecanicos:
estrés mecanico por alteracion de la presion osmotica con una solucién hipoténica y ciclos de
congelamiento-descongelamiento. El PBS hipoténico es una solucién que tiene menor
concentracién de soluto con respecto al interior de la célula, y por lo tanto una mayor
cantidad de agua. Siguiendo el gradiente de concentracidn, el agua migra al interior de la
célula generando aumento de volumen que induce estrés mecanico sobre la membrana
induciendo su ruptura. En los ciclos de congelamiento-descongelamiento la formacién de
grandes cristales de hielo sirven para romper la estructura de las membranas celulares. La
presencia del detergente Triton X-100 en el PBS hipoténico incrementa la solubilidad de las
proteinas anfipaticas, como las proteinas de membrana, asegurando mayor representacion

de estas en el extracto.

El perfil electroforético correspondiente a este procedimiento de lisis (Figura 2-3, f) muestra
mayor cantidad de bandas de peso molecular alto, intermedio y bajo en comparacion a los
perfiles anteriores, sin embargo dentro del perfil la cantidad de bandas de peso molecular
alto es menor que la cantidad de bandas de peso molecular intermedio y bajo. Las bandas se
observan con resolucién y nitidez. Los dos anteriores resultados permiten afirmar que se

logra lisis completa del parasito al combinar dos métodos de ruptura celular.

Finalmente, el ultimo procedimiento ensayado utiliza el buffer RIPA II en el cual la
concentraciéon del NaCl con respecto al buffer RIPA I se incrementa de 150mM a 300mM,
para generar diferencia de presiéon osmdtica en la célula, que altera volumen celular y por
estrés mecanico rompe la membrana. El perfil electroforético de este procedimiento (Figura
2-3, g) muestra al igual que el anterior, mayor cantidad de bandas en el rango de peso

molecular en comparacién a los perfiles anteriores, es decir, obtencién de mayor
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representacion de proteinas en el extracto; las bandas se observan también con resolucién y

nitidez.

La baja cantidad de bandas de alto peso molecular se interpreta como menor abundancia de
esta clase de proteinas en el parasito, la cual para muchas proteinas se encuentra por debajo

del limite de deteccion del método de tincién

De esta manera, se concluye que la se logra lisis completa con métodos que incluyan ademas
de detergente ruptura mecdnica por efecto osmolar. Por tanto para la obtencién de extractos
de proteina total de promastigotes de Leishmania se utilizara el buffer de lisis PBS
hipoténico/Triton X-100 y RIPA II, cuyo procedimiento se encuentra descrito en el Anexo B -
Protocolo 4. Estos protocolos no requieren pasos adicionales de purificacion de las proteinas
que puedan modificar la muestra, caracteristica importante para estudios posteriores de

analisis de proteinas.

2.3.4 Aislamiento y obtencion de extractos de proteina total de
fagosomas conteniendo perlas de latex (LBPs)

Se decidi6 trabajar con el modelo de fagocitosis de perlas de latex, como un modelo de
estudio alternativo a la infeccién por Leishmania para el analisis de proteinas dado que una
preparacién con VPs sin contaminaciéon con proteina del parasito no ha sido lograda.
Teniendo en cuenta estudios anteriores en el grupo de investigacion utilizando este modelo,
se definieron las condiciones para la fagocitosis de perlas de latex de 3um, que fueron:
macrdfagos J774A.1 con 72h de adherencia al frasco de cultivo, confluencia celular de 80%,
exposicion a perlas tratadas con luz UV por 15 minutos en medio de cultivo sin suero y en

una dilucién perlas: macréfago 10:1.

Figura 2-4: Microscopia de luz de la fagocitosis de perlas de latex por macréfagos J774A.1. Se
observan macréfagos J774A.1 que han fagocitado perlas de latex de 3um.
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Una vez se establecieron las condiciones de la fagocitosis, dos metodologias descritas en
literatura fueron ensayadas para el aislamiento de los fagosomas LBPs y posterior obtencion
de un extracto de proteina total. Las dos metodologias tienen en cuenta que la lisis celular es
uno de los pasos mas criticos para el aislamiento de los compartimentos fagosomales de los
macraéfagos. El éxito de este paso depende de la habilidad para lisar los macréfagos sin dafiar

la membrana fagosomal.

La primera metodologia tiene en cuenta los procedimientos descritos por Desjardins et al.
1994 y Shui et al. 2008. En esta, las células resuspendidas en buffer se lisan en un
homogenizador Dounce, en donde la friccién de las células contra la pared de un tubo de
vidrio genera ruptura de la membrana celular. El sobrenadante obtenido por centrifugacion
se somete a un gradiente de sacarosa y ultracentrifugacién para separar fagosomas. Este
sistema de centrifugaciéon en gradiente de densidad, consiste en la separaciéon por flotacion
de las particulas en funcién de su densidad. Se construye un gradiente por etapas en el
interior de un tubo al apilar sucesivamente volimenes homogéneos de soluciones de
diferente concentracion. Al centrifugar, cada componente subcelular se desplazara hacia
arriba o hacia abajo hasta que alcance una posicion en la que su densidad sea igual a la de su
entorno. Cada gradiente fue monitoreado por microscopia de luz para determinar la interface
que contenia fagosomas. De la interface entre 10 y 25% de sacarosa se obtuvo un pellet de
fagosomas que se utilizé para la obtencién del extracto de proteina total por agitacién en
buffer SDS 4% en 50mM de Tris-HCl pH 8,0 y posterior centrifugaciéon (ver Anexo B -

Protocolo 6).

La segunda metodologia tiene en cuenta el procedimiento descrito por Chakraborty et al
1994, en donde la lisis celular combina ruptura por choque osmético con ruptura mecanica
de la membrana celular, a través del paso de una suspension de macrofagos en el buffer de
homogenizaciéon hipotdnico por una aguja calibre 23G, el sobrenadante se somete a un
gradiente de sacarosa y centrifugacidn. De la misma forma, como en la primera metodologia
después de monitorear por microscopia de luz el gradiente, se obtuvo un pellet de fagosomas
de la interface entre 8 y 20% de sacarosa que se utilizé para la obtencién del extracto de
proteina total utilizando el buffer SDS 4% en 50mM de Tris-HCl pH 8,0 (ver Anexo B -

Protocolo 6).
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Los extractos de proteina total de los fagosomas LBPs obtenidos por las dos metodologias,
fueron cuantificados y sometidos a ensayos de inmunodeteccién utilizando los marcadores
de membranas intracelulares Golgin97 (complejo de Golgi), Calnexina (reticulo
endoplasmatico) y LAMP-1 (lisosoma). Los resultados de estos experimentos se mostraran y

analizaran en el Capitulo 3, seccién 3.2.

2.4 Extractos enriquecidos con proteinas de membrana

Uno de los obstaculos mas grandes asociados con el analisis de un material complejo, como
una muestra bioldgica, es el rango dindmico de la abundancia de las proteinas. Por lo tanto,
antes del analisis, es aconsejable reducir la complejidad de la muestra mediante su
fraccionamiento o enriquecerla con las proteinas de interés. Diferentes métodos pueden ser
utilizados para lograr este objetivo. Esto es importante en un estudio proteémico, porque
usualmente las proteinas de baja abundancia pueden tener informacién valiosa de los

procesos celulares (Bodzon - Kulakwoska et al., 2007).

2.4.1 Extracto enriquecido con proteinas de membrana de
macrofagos J]774A.1

Aunque se cree que con el buffer RIPA II es posible obtener extractos de proteina total, en
donde se incluyan proteinas de membrana, se decidié ensayar procedimientos para obtener
un extracto enriquecido con proteinas de membrana, ya que esta clase de proteinas se

encuentran en baja concentracién con respecto a muchas proteinas citosélicas.

Las proteinas de membrana suelen ser enriquecidas por ultracentrifugacion en gradiente de
sacarosa, cromatografia de afinidad con lectina en combinacién con centrifugacion, perlas de
silice o biotinilacién e interaccién con estreptavidina inmovilizada. Aunque estos métodos
permiten aislamiento de proteinas de membrana con alta pureza, sus desventajas son la baja
eficiencia de recuperacion, el uso de equipos especializados y la necesidad de grandes
cantidades de muestra. En general, el detergente es el reactivo mas cominmente utilizado
para la permeabilizaciéon de la membrana y el aislamiento de proteinas de membrana. Esto es
debido a su propiedad anfipatica, que consiste en poseer una cabeza polar o grupo cargado y
una cadena hidrocarbonada hidrofébica extendida, y por tanto la capacidad de formar

micelas en solucidn acuosa (Bodzon - Kulakwoska et al., 2007; Hongsachart et al., 2008).
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Dos procedimientos fueron seleccionados para la obtenciéon de un extracto enriquecido con
proteinas de membrana a partir de un cultivo de macroéfagos J774A.1 NI (Ver Anexo B -
Protocolo 3): Fraccionamiento diferencial de detergente (DDF siglas en inglés) y el Kit
comercial Mem-PER. El primer procedimiento descrito por Ramsby & Makowski 1999,
consiste en extracciéon secuencial desde células con buffers que contienen detergente para
fraccionar proteinas. Es una técnica simple, altamente reproducible e independiente de
ultracentrifugacion. En general, el protocolo utiliza tres buffers de extraccién: 1) Digitonina;
2) Tritén X-100 y 3) Tween-40/desoxicolato. Con estos es posible obtener 4 fracciones
electroforéticamente distintas, que contienen: 1) proteinas citosoélicas, 2) proteinas de
membrana, 3) proteinas nucleares (de membrana y solubles) y 4) filamentos del

citoesqueleto resistentes a detergente.

La Digitonina es un compuesto esteroideo que formaria un complejo con el colesterol de la
membrana plasmatica, permeabilizandola y generando liberacion rapida de los componentes
citosolicos solubles dejando intactos organelos pesados. Asi que este es un método de
extraccion suave en comparacion con otros. Triton es un detergente no iénico que solubiliza
lipidos de membrana y libera el contenido de los organelos. Bajas concentraciones del
detergente en buffers isotonicos conservan la integridad nuclear y los microfilamentos. El
desoxicolato es un detergente i6nico que destruye la integridad nuclear, solubiliza la actina y

otros elementos del citoesqueleto (Ramsby & Makowski 1999).

La parte experimental incluyé el uso de los buffers con Digitonina y Tritén X-100, ya que el
interés se encuentra en las proteinas de membrana. Las proteinas presentes en el extracto
obtenido con el buffer Tritén X-100 fueron precipitadas con acido tricloroacético (TCA) con
el objetivo de concentrarlas y eliminar compuestos interferentes del buffer de lisis en la

electroforesis 1D SDS-PAGE. La solubilizacion del pellet de proteinas se realizé en SDS 5%.

En el perfil electroforético correspondiente al extracto obtenido con el primer procedimiento
(Figura 2-5 A), se observan, una serie de bandas difusas, los carriles presentan
ensanchamiento y por tanto no es de buena calidad. Es posible atribuir estas caracteristicas a
interferencia del detergente SDS que a alta concentracién genera formacién de micelas que
afectan la separacién de las proteinas o su tincién posterior. La justificacién a esta

interferencia se encuentra en que al llevar al cabo la disolucién del pellet de proteinas
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obtenido después de precipitar con TCA en una solucién de SDS 5% y mezclar esta disolucion
con el buffer de carga, que también contiene SDS, se generd saturacion del sistema con este

compuesto provocando la formacién de micelas.

El segundo procedimiento ensayado se selecciond teniendo en cuenta reportes previos en
los cuales se resalta el uso del kit Mem-PER® en comparacién con otros procedimientos,
como el DDF, para enriquecer fracciones en proteinas de membrana (Qoronfleh et al., 2002,
Hongsachart et al., 2008). Las células son lisadas inicialmente con un detergente y luego un
segundo detergente (Triton X-114) es adicionado para solubilizar las proteinas de
membrana. De la mezcla se separan las proteinas anfipaticas (Fraccién hidrofébica) de las
proteinas hidrofilicas (Fraccién hidrofilica) a partir de una particiéon de fase inducida por
temperatura. Aunque este procedimiento permite la extraccién de proteinas de membrana
de manera directa y altamente eficiente, debe realizarse un procedimiento adicional en el
tratamiento de la muestra para eliminar el detergente de la fracciéon hidrofébica, porque su
alta concentracion interfiere con la separacién de las proteinas por electroforesis SDS-PAGE

(Figura 2-5 B, panel a).

En literatura se reportan diferentes procedimientos para purificar proteinas con el objetivo
de eliminar compuestos presentes en el extracto que son interferentes en la separacion,
ademas que permiten concentrar las proteinas, si su representacion en el extracto es baja. La
precipitacion es el procedimiento aplicado con mayor frecuencia permitiendo la eliminacién
de contaminantes tales como sales, lipidos, polisacaridos, detergentes, acidos nucleicos, etc.,
que pueden interferir con métodos analiticos posteriores. Una de las dificultades con las
proteinas de membrana se encuentra en la solubilizacion del pellet que se obtiene después de
precipitarlas, porque es necesario que el buffer que se utilice contenga un detergente para
mantenerlas en soluciéon. Teniendo en cuenta lo anterior, cuatro procedimientos fueron
seleccionados para la precipitacion de las proteinas presentes en la fraccion hidrofébica y
posterior solubilizacion del pellet: Fenol-acetona/Tritén X-100 0,5%, Acetona/Tritén X-100
0,5%, TCA/buffer de carga y Metanol-cloroformo/buffer de carga.

Los perfiles electroforéticos correspondientes a los procedimientos de precipitacién y
solubilizacién se muestran en la Figura 2-5 B (paneles b, ¢, d y e). Los paneles b y c de la

Figura 2-5 B, muestran una muy baja recuperaciéon de proteinas de la fraccién hidrofébica
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después de precipitarlas con Fenol-acetona o acetona y solubilizar el pellet en Tritén X-100
0,5%. La explicaciéon que se propone es que estos dos procedimientos de precipitacion son
efectivos para extraer proteinas de soluciones acuosas, porque la adicion de solventes
organicos miscibles en agua como la acetona, hace que la interaccién del agua con las
proteinas se reduzca y el agua entonces pasa a rodear las moléculas del solvente. El extracto
del cual se quiere precipitar las proteinas no es una solucién acuosa, por tal razén los dos
procedimientos ensayados no son adecuados. Ademas, la precipitacion con fenol-acetona
puede generar artefactos en las proteinas o su degradacién porque el procedimiento incluye

un paso de calentamiento a 70°C.

La precipitacion con TCA muestra una mejor recuperacién de las proteinas presentes en la
fraccion hidrofébica (Figura 2-5 B, panel d), sin embargo se observa un corrimiento anormal
dado por la presencia de una interferencia en la separacion en forma de unas lineas
verticales. Esta interferencia puede ser causada por la presencia de particulas sélidas
presentes en la mezcla cargada al gel, que pueden corresponder a fracciones de proteinas que
no lograron solubilizarse en el buffer, porque cuando no se elimina el TCA realizando varios

lavados con acetona fria la solubilizacion posterior del pellet es menor.

Se emple6 finalmente el método de Metanol/cloroformo para purificar las proteinas. La
literatura lo describe como un método de precipitacién cuantitativo de proteinas solubles asi
como de proteinas de membrana, en el cual se evita el calentamiento y condiciones acidas
durante la precipitaciéon. Es un método efectivo para la eliminaciéon de los lipidos de las
membranas, los cuales generan distorsion en la electroforesis 1D SDS-PAGE, mejorando el
perfil de proteinas sin pérdida cuantitativa de proteina (Wessel & Fliigge, 1984). Se basa en
una particion de fase mediante la conformacion de un sistema terciario

Agua/Metanol:Cloroformo, en el que las proteinas permaneceran precipitadas en la interface.

El perfil electroforético del panel e (Figura 2-5 B) muestra que el tratamiento de la fracciéon
hidrofébica con Metanol/cloroformo genera una muestra adecuada, elimina interferencias y
permite obtener mayor cantidad de bandas con resolucién y nitidez en comparacién al perfil
anterior. Este resultado muestra también que el procedimiento con TCA lleva a pérdida de
muestra, la cual esta relacionada con la dificultad en la solubilizacién del pellet después de la

precipitacién. Por lo tanto, el procedimiento de purificacién con Metanol/cloroformo resulta
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ser el mas adecuado para eliminar el detergente presente en el extracto hidrofébico que se

obtiene con el kit Mem-PER.

Figura 2-5: Gel SDS-PAGE de los extractos enriquecidos con proteinas de membrana de macréfagos
J774A.1 NI obtenidos por dos procedimientos: A. Fraccionamiento diferencial de detergente (DDF).
Precipitacion/solubilizacién de las proteinas con TCA/SDS 5%; Gel separador 8%. B. Kit Mem-PER; Gel
separador 10%. a. Fraccién hidrofébica sin tratamiento. Procedimientos de precipitacion/
solubilizaciéon de proteinas: b. Fenol-acetona/Triton X-100 0,5%; c. Acetona/Tritéon X-100 0,5%; d.
TCA/buffer de carga; e. Metanol-cloroformo/buffer de carga. MW (KDa). Marcador; BSA. Albimina de
suero bovino.
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De esta manera, se concluye que una vez ha sido obtenido el extracto enriquecido con
proteinas de membrana (fraccion hidrofébica) utilizando el kit Mem-PER, la purificaciéon de
las proteinas alli presentes debe realizarse con Metanol/cloroformo con el fin de minimizar
la cantidad de detergente presente y obtener un perfil electroforético cuyo bandeo tenga

mejor resolucién y nitidez, y permita andlisis posteriores.

El extracto enriquecido con proteinas de membrana del macréfago J774A.1 NI obtenido con
las condiciones experimentales mencionadas en el parrafo anterior, fue comparado con la
fraccion hidrofilica y un extracto de proteina total. Los perfiles de proteinas de la fracciéon
hidrofilica (Figura 2-6, carril 2) y la fraccién hidrofébica (Figura 2-6, carril 3) muestran
diferencias claras comparados con el perfil de proteinas del extracto total (Figura 2-6, carril
1). La fraccion hidrofébica, la cual incluye muchas proteinas de membrana, muestra

enriquecimiento por algunas proteinas cuya representacién se reduce en la fraccion



Capitulo 2 31

hidrofilica (algunos ejemplos se muestran en la secciéon ampliada con flechas negras en la
Figura 2-6.) o viceversa (algunos ejemplos se muestran en la seccion ampliada con flechas
violetas en la Figura 2-6). Sin embargo, algunas proteinas que se encuentran en la fraccion
hidrofilica también permanecen en la fracciéon hidrofébica, actuando como contaminantes
(algunos ejemplos se muestran en la seccién ampliada con flechas rojas en la Figura 2-6),
esto debido a que el momento de la separacion de las fases después de inducir su particion
por calentamiento, debe realizarse muy rapido, porque si disminuye la temperatura se pierde

resolucidn entre las dos fases porque se vuelven a homogenizar.

Figura 2-6: Gel SDS-PAGE de diferentes extractos del macrofago J774A.1. Gel separador 10%. MW
(KDa). Marcador; 1. Extracto de proteina total; 2. Fraccion hidrofilica; 3. Fraccion hidrofébica.
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A pesar de que se encontré un procedimiento para eliminar la interferencia del detergente en
la separacién de las proteinas por SDS-PAGE, el procedimiento presenta problemas de
cuantificacién. La cuantificacidn de la fraccion hidrofébica no puede realizarse directamente
debido a que el detergente presente en el extracto interfiere con el método del BCA y aunque
este puede eliminarse con Metanol/cloroformo, el pellet se solubiliza en un buffer coloreado
(buffer de carga), por lo tanto un método colorimétrico no puede aplicarse. Para superar esta
dificultad y teniendo en cuenta la importancia de conocer la concentraciéon de proteinas en

un extracto para realizar analisis comparativos, se decidi6 implementar una parte del
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protocolo descrito por Shui et al, 2008 para la solubilizaciéon del pellet de proteinas y
posterior cuantificacién por BCA. En este protocolo después de precipitar las proteinas de la
fraccion hidrofébica con Metanol/cloroformo, el pellet se solubiliza en buffer SDS 4% en Tris
50mM pH 8,0 por vortex en un agitador a 1400rpm durante 1h a 20°C. Luego, una solucién de
proteinas se obtiene después de centrifugar a 14000rpm por 15 min a 4°C. Esta metodologia
permitid la solubilizacién completa de las proteinas y su cuantificacién posterior porque el
SDS 4% no interfiere. Sin embargo el perfil electroforético de las proteinas solubilizadas
muestra baja resoluciéon y bandas difusas, caracteristicas que se atribuyen a la posible
saturacion del sistema con SDS (imagen no mostrada). Esta interferencia podria eliminarse
con una nueva precipitacién de las proteinas, pero seria un paso adicional que generaria

pérdida de muestra y posiblemente su modificacion.

Se propone ensayar otros métodos de cuantificaciéon de proteinas como el reportado por
Henkel & Bieger, 1994, en el cual se realiza la determinacién de las proteinas en una
membrana de nitrocelulosa, por densitometria o por espectrofotometria. Una vez se supere
esta dificultad, se propone también realizar andlisis comparativos entre muestras de

macro6fagos no infectados e infectados en trabajos posteriores.

2.4.2 Extracto enriquecido con proteinas de membrana de
promastigotes de L. amazonensis

De acuerdo con el método utilizado mas frecuentemente para la preparacién de proteinas de
membrana, la extraccion con detergente, dos procedimientos fueron seleccionados para la
obtencion de un extracto enriquecido con proteinas de membrana a partir de un cultivo de
parasitos: Fraccionamiento diferencial de detergente (DDF siglas en inglés) y el Kit comercial
Mem-PER (ver Anexo B - Protocolo 5). A pesar que son dos procedimientos descritos para la
obtencion de extractos enriquecidos con proteinas de membrana a partir de células
mamiferas, su aplicacién a los parasitos de Leishmania incluy6 una modificaciéon a cada uno
de los dos procedimientos, dada la dificultad para romper la membrana plasmatica del
parasito y liberar su contenido interno. La modificacién tiene en cuenta el resultado obtenido
en la obtencién del extracto de proteina total de parasitos, por el cual dos procedimientos de
lisis permiten la obtencién de un extracto de proteina total de parasitos de L. amazonensis en

su estadio promastigote: PBS hipotonico y RIPA II.
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El primer procedimiento ensayado, fraccionamiento diferencial de detergente (descrito por
Ramsby & Makowski 1999, DDF), emplea una extracciéon secuencial desde células con buffers
que contienen detergentes para fraccionar proteinas. Los parasitos fueron lisados
inicialmente con PBS hipotoénico con el fin de asegurar la ruptura adecuada de su membrana;
posteriormente se siguié con el uso de los buffers Digitonina y Triton X-100. Las proteinas
presentes en el extracto obtenido con el buffer Tritén X-100 fueron precipitadas con acido

tricloroacético (TCA) y el pellet de proteinas se solubiliz6 en SDS 5%.

En el perfil electroforético correspondiente al primer procedimiento ensayado (Figura 2-7 A,
carril 2) se observan pocas bandas por debajo de 60KDa, y s6lo una banda por encima de
50KDa presenta una intensidad marcada mientras otras pocas son notables a una muy baja
intensidad; ademas la calidad del perfil no es buena con pocas bandas difusas y
ensanchamiento del carril. Estas caracteristicas se atribuyen a la presencia de SDS en el
sistema, ya que también fue un reactivo utilizado durante el procedimiento experimental

llevado a cabo para obtener la muestra que fue sembrada en el gel.

La presencia de pocas bandas de proteina se atribuye a su baja concentracién en el extracto
antes de la precipitacién con TCA, porque en un ensayo posterior se realiz6 la precipitacién
de las proteinas para un mayor volumen de extracto, sin éxito (imagen no mostrada). Por
otro lado, se descartaron problemas con la lisis porque el extracto obtenido con PBS
hipoténico y evaluado por SDS-PAGE, evidencié un perfil de proteinas con varias bandas
indicando ruptura adecuada. A pesar que se validé la ruptura del parasito, el resultado
obtenido para el fraccionamiento diferencial de detergente evidencia que no fue el
procedimiento adecuado para el fraccionamiento de las proteinas de membrana, porque

mostro presencia de pocas bandas.

El segundo procedimiento ensayado, kit Mem-PER®, se selecciond teniendo en cuenta los
resultados obtenidos para macréfago J774A.1 NI y algunos reportes en literatura, en los
cuales se resalta el uso del detergente Tritén X-114 para el aislamiento de proteinas
integrales de membrana de especies de Leishmania en el estadio promastigote (Murray et al.,
1989; Garg et al., 2004). Sin embargo, cdmo se mencioné se incluy6 el paso de ruptura con
PBS hipotoénico/Tritén X-100; la mezcla luego se sometié a Tritén X-114 el cual es adicionado

para solubilizar las proteinas de membrana. De la mezcla se separan las proteinas anfipaticas
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(Fraccién hidrofébica) de las proteinas hidrofilicas (Fracciéon hidrofilica) a partir de una
particion de fase inducida por temperatura. Se realizé un procedimiento posterior para el
tratamiento de la muestra con el objetivo de eliminar el detergente de la fracciéon hidrofébica.
Teniendo en cuenta los resultados de la seccién anterior, las proteinas fueron precipitadas
con Metanol/Cloroformo y el pellet se solubiliz6 en buffer de carga y SDS 4% en Tris-HCl pH
8,0.

Figura 2-7: Gel SDS-PAGE de los extractos enriquecidos con proteinas de membrana para
promastigotes de L. amazonensis obtenidos por tres procedimientos modificados. A. PBS hipoténico-
Fraccionamiento Diferencial de Detergente (DDF). Precipitacién/solubilizacién de las proteinas con
TCA/SDS 5%; Gel separador 8%. B. PBS hipoténico-Triton X-100-Kit Mem-PER; Gel separador 10%.
Procedimientos de precipitacién/solubilizaciéon de proteinas: a. Metanol-cloroformo/buffer de carga;
b. Metanol-cloroformo/SDS 4% en Tris-HCl pH 8,0. C. RIPA II-Kit Mem PER; Gel separador 8%.
Procedimiento de precipitacién/solubilizacién de las proteinas con Metanol-cloroformo/buffer de
carga. MW (KDa). Marcador; 1. BSA, 69 KDa; 2. L. amazonensis (promastigote).
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Los perfiles electroforéticos en la Figura 2-7 B, muestran mayor cantidad de bandas de
proteina en los extractos obtenidos utilizando el kit comercial Mem-PER, en pesos
moleculares intermedios y bajos. Es evidente la diferencia entre los procedimientos de
solubilizacion del pellet de proteinas utilizados después de la precipitacion de las proteinas
de la fraccién hidrofébica con Metanol/Cloroformo: buffer de carga (Figura 2-7 B, panel a) y
SDS 4% en Tris-HCl pH 8.0 (Figura 2-7 B, panel b). El buffer SDS 4% en Tris-HCI pH 8.0,
permite mejor solubilizacién de las proteinas precipitadas, que se muestra como mayor

cantidad de bandas de pesos moleculares bajos e intermedios en el perfil electroforético. Es
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importante resaltar que la calidad de este perfil electroforético no es buena, porque muestra
bandas difusas que se atribuyen a alta concentracién del detergente SDS en el sistema,

producto del SDS 4% del buffer mas el del buffer de carga.

Teniendo en cuenta que el buffer RIPA II también permite la obtenciéon de un extracto de
proteina total del parasito, se decidid utilizar este procedimiento previo con el fin de
comparar la calidad del extracto obtenido. Las proteinas obtenidas en la fraccion hidrofébica
fueron precipitadas con Metanol/Cloroformo y el pellet se solubilizé en buffer de carga. La
Figura 2-7 C, muestra el perfil electroforético correspondiente con bandas de peso molecular
bajo e intermedio. Sin embargo hay un corrimiento anormal dado por la presencia de lineas
verticales. Esta interferencia se atribuye a la solubilizacién incompleta del pellet de
proteinas; a pesar que la mezcla fue centrifugada (spin) antes de ser cargada en el gel,

quedaron particulas no solubles en el sobrenadante cargado en el pozo.

Con estos resultados se concluye que un extracto enriquecido con proteinas de membrana
del parasito L. amazonensis se puede obtener con una modificacién al Kit Mem-PER, la cual se
basa en lisar inicialmente los parasitos con PBS hipoténico/Tritén X-100. Una vez han sido
obtenidos los extractos estos deben ser tratados con Metanol/cloroformo con el fin de
minimizar la cantidad de detergente presente y posteriormente solubilizar el pellet de

proteinas en SDS 4% en Tris-HCI pH 8,0.

El extracto enriquecido con proteinas de membrana de Leishmania obtenido con las
condiciones experimentales mencionadas en el parrafo anterior, fue comparado con la
fraccion hidrofilica y un extracto de proteina total. A pesar que el perfil electroforético de la
fraccién hidrofébica muestra bandas difusas, este perfil (Figura 2-8, carril 3) y el perfil la
fraccion hidrofébica (Figura 2-8, carril 4) muestran diferencias claras comparados con el
perfil de proteinas del extracto total (Figura 2-8, carril 2) para el parasito. Puede verse una
distribucion de las proteinas presentes en el extracto total entre la fraccién hidrofilica y la
fraccion hidrofébica. La fraccién hidrofébica, muestra enriquecimiento por algunas proteinas
cuya representacién se reduce en la fraccion hidrofilica (un ejemplo se muestra en el
recuadro ampliado con una flecha roja en la Figura 2-8), mientras otras proteinas se
enriquecen en la fraccion hidrofilica (algunos ejemplos se muestra en el recuadro ampliado

azul y se sefialan con una flecha negra en la Figura 2-8). Por otro lado, algunas proteinas que
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se encuentran en la fraccion hidrofilica también permanecen en la fracciéon hidrofébica
(algunos ejemplos se sefialan con flechas violetas en la Figura 2-8), actuando como

contaminantes. Cbmo se menciond antes la separacion de las fases debe realizarse rapido.

Figura 2-8: Gel SDS-PAGE de diferentes extractos de promastigotes de L. amazonensis. Gel separador
10%. MW (KDa). Marcador; 1. BSA, 69 KDa.; 2. Extracto de proteina total; 3. Fraccion hidrofilica; 4.
Fraccién hidrofébica. Proteina/pozo 25ug.

Es importante resaltar que aunque se logré la cuantificacion de las proteinas de la fraccion
hidrofébica con la modificaciéon planteada en la seccién anterior, el carril 4 en la Figura 2-8
pone en evidencia la baja calidad del perfil que se obtiene al llevar a cabo la modificacién. Por
lo tanto, se hace énfasis en la busqueda de otros procedimientos de cuantificaciéon de

proteinas, como el que se planted.



3.Capitulo 3: Expresion de canales ionicos en el
modelo Leishmania-Macrofago

El interés de nuestro grupo se basa en el supuesto que la supervivencia de Leishmania en el
macrdéfago es el resultado de la funcion integrada de las tres membranas que se encuentran
entre la forma intracelular del parasito, el amastigote y su célula hospedera: la membrana
plasmatica del macréfago, la membrana de la vacuola parasitéfora (MVP) y la membrana

plasmatica de Leishmania.

Las membranas bioldgicas son un requisito importante para las células, y su principal
funcién ademas de limitar es proporcionar una interface entre el ambiente interno y externo,
y establecer intercambio controlado entre el interior y exterior de la célula, transportando
selectivamente iones (canales iénicos) o moléculas como azicares, aminoacidos, nucledtidos,
etc. (transportadores). Debido a su naturaleza hidrofébica el transporte de moléculas
solubles en agua debe mediarse a través de proteinas de membrana, las cuales se encuentran

integradas en la bicapa.

Los transportadores enlazan su sustrato y sufren una serie de cambios conformacionales
para transferir el soluto enlazado. En los transportadores algunos facilitan el transporte por
difusion simple a favor de un gradiente de concentracién (transporte pasivo), mientras otros
(bombas) conducen el movimiento en contra de un gradiente, utilizando la energia
proporcionada por una reaccion quimica (transporte activo primario) o acoplando el
transporte de otro soluto a favor de su gradiente en un sistema co-transporte (transporte
activo secundario). El acoplamiento puede ser en la misma direccién (simporte) o en

direccion contraria (antiporte).

Los canales i6nicos forman un poro hidrofilico que se extiende a lo largo de la bicapa y

permiten el paso de iones a favor de su gradiente de concentracidn. El flujo a través de un
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canal iénico puede medirse eléctricamente, como cambios en el potencial de membrana (Vm)
o en la corriente (I), utilizando técnicas de electrofisiologia. Una de esas técnicas, patch
clamp, mide corrientes a través de una regién de la membrana que contiene un canal i6nico o
varios. Puede medirse la amplitud y la duracién de la corriente que fluye durante el tiempo
que el canal estd abierto, puede determinarse la frecuencia de apertura y cémo esta
frecuencia es alterada por el Vm, ligandos, toxinas y otros agentes. Existen muy pocos
estudios basados en estas medidas eléctricas para el modelo hospedero-patégeno, sin
embargo nuestro grupo las utiliza para estudiar y caracterizar las membranas que estan

involucradas en la interaccidn hospedero-patégeno de Leishmania.

3.1 Expresion de canales idonicos en Macrofagos J774A.1

Algunos estudios han caracterizado la membrana plasmatica del macréfago mediante sus
propiedades eléctricas. Las propiedades eléctricas pasivas de la membrana del macrofago,
capacitancia (Cm), resistencia (Rm) y potencial (Vm) han sido determinadas en diferentes
lineas celulares. Diversos datos sugieren un Vm para el macréfago cerca al potencial de
equilibrio del ion potasio (Ex:) (Gallin & Sheehy, 1985; Judge et al., 1994), aunque se sugiere
la contribucién de otros iones puesto que no es idéntico al Ex. en donde la contribucién de la
actividad de la bomba electrogénica Na*/K* ATPasa podria ser importante (Gallin &
Livengood, 1983). Se ha propuesto que el canal dependiente de voltaje Kv1.3 establece el Vm
del macréfago (Mackenzie et al., 2003).

Con respecto a las propiedades eléctricas activas de la membrana plasmatica del macréfago,
se han descrito corrientes de Cl,, de salida de K* (K* Iou) y de entrada de K+ (Ixir). Una gran
conductancia a cloruro fue registrada en macroéfagos J774 y macréfagos peritoneales
(Randriamampita & Trautmann, 1987). En nuestro grupo existe evidencia que un tercio de la
corriente de salida registrada en macrofagos J774A.1 es anidnica porque fue inhibida por

DIDS? (Camacho et al,, 2008).

La K* Iou parece ser el resultado de por lo menos tres tipos diferentes de canales: corrientes

inactivantes, no inactivantes y dependientes de Ca2+ (Caz* K* o). La K* Iou es inhibida por 4-

’Inhibidores de canales/transportadores de cloruro
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aminopiridina (4-AP) y tetraetilamonio (TEA; Gallin & Sheehy, 1985; Camacho et al., 2008),
dos bloqueadores clasicos de canales de potasio y por margarotoxina, un inhibidor especifico
de Kv1.3 (Camacho et al., 2008). Se ha mostrado que la transcripcidn de genes especificos y la

expresion de proteinas de los canales Kv1.3 y Kv1.5 estan asociadas con la K* Ioyt.

El grupo de Felipe caracterizo6 la respuesta electrofisiolégica de macréfagos de médula 6sea
de raton (BMDM) mostrando K* Iow ¥ Ikir. Las corrientes fueron asociadas con la
transcripcion de mRNA, expresion de proteinas y localizaciéon en la membrana plasmatica del
macrdéfago de Kv1.3 y Kir2.1, respectivamente (Vicente et al, 2003). En la linea celular de
macrofagos de ratén RAW 264.7 también hay evidencia de la transcripcion, expresion de
proteina y localizacion de Kv1.3 y Kv1.5 (Vicente et al,, 2006; Villalonga et al., 2007). Usando
las mismas condiciones reportadas por Vicente et al, 2003, nuestro grupo amplificé

productos de peso esperado para los canales Kir2.1 y Kv1.3 en células J774A.1 desde mRNA.

Teniendo en cuenta los reportes anteriores, el objetivo en esta parte del estudio es detectar
las proteinas responsables de las corrientes ionicas descritas en macréfagos J774A.1 por

western blot. Las proteinas de interés fueron Kir2.1, Kv1.3, Kv1.5 y CLC3.

Algunos de los resultados de los experimentos aqui descritos fueron obtenidos en la pasantia
de investigacion realizada en laboratorio Molecular Biology of Neuronal Signals dirigido por
el Dr. Walter Stithmer, Max-Planck-Institut (MPI) fiir Experimentelle Medizin, (Gottingen -

Alemania).

Extractos de proteina total y extractos enriquecidos con proteinas de membrana de muestras
de macroéfagos J774A.1 fueron obtenidos utilizando el buffer RIPA II y el kit comercial Mem-
PER (Anexo B - Protocolo 2 y Protocolo 3), respectivamente. Las proteinas de la fracciéon
hidrofébica fueron precipitadas con Metanol/Cloroformo, posteriormente se sigui6 parte del
protocolo descrito por Shui et al, 2008 para la solubilizacién del pellet de proteinas y
cuantificacién por BCA, de acuerdo con los resultados obtenidos en el capitulo 2. Una vez
cuantificados los extractos, fueron sometidos a electroforesis SDS-PAGE y western blot para
la deteccién de las proteinas Kir2.1, Kv1.3, Kv1l.5 y CLC3, siguiendo las condiciones

experimentales descritas en el Anexo C - Protocolo 3.
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Figura 3-1: Inmunodeteccién de las proteinas Kir2.1, Kv 1.3, Kv1.5 y CLC3 en extractos de proteina
total (EPT) y extractos enriquecidos con proteinas de membrana (EPM) de macréfagos J774A.1.
Membrana de nitrocelulosa. A. Deteccion de Kir2.1; B. Deteccién de Kv1.3; C. Deteccién de Kv1.5 y D.
Deteccién de CLC3. MW (KDa). Marcador; 1. EPT (20 pug); 2. EPT (30 ug); 3. EPT (50 pg); 4. EPM (20
ug); 5. EPM (30 pg); 6. EPM (50 pg). Condiciones experimentales Anexo C - Protocolo 3.
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La Figura 3-1 A, muestra la deteccién de una banda del peso esperado, 48KDa, para la
proteina Kir2.1 en los extractos de macrdfagos J774A.1 evaluados. También puede verse que
la proteina fue detectada tanto en los extractos de proteina total, como en extractos
enriquecidos con proteinas de membrana. Sin embargo es notable que en los extractos de
proteina total se detectaron otras bandas (Figura 3-1 A, carriles 1-3), mientras que en los
extractos enriquecidos con proteinas de membrana hay una banda tunica (Figura 3-1 A,
carriles 4-6). Las bandas de la Figura 3-1 A, carriles 1-3, cuyos pesos moleculares son
menores o mayores a la banda de Kir2.1 pueden ser atribuidas a interacciones inespecificas
antigeno-anticuerpo asociadas con la complejidad del extracto total o también la calidad del
anticuerpo utilizado, ademas de la sensibilidad del método de deteccién. Por otro lado,
también es notable el cambio en la intensidad de la banda de la proteina de acuerdo con la

cantidad de proteina cargada en el pozo, aunque es posible ver la banda de la proteina con
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20pg de proteina, la banda es mas visible al cargar entre 30-50pg de proteina, esta
observacion se sustenta con la proteina control de carga utilizada, B-actina, porque la

intensidad de las bandas incrementa con la cantidad de proteina cargada (Figura 3-1 A).

La Figura 3-1 B, muestra que no hubo detecciéon de la proteina Kv1.3 en los extractos de
macrofago J774A.1 evaluados. Teniendo en cuenta que las proteinas de membrana se
encuentran en baja concentracién con respecto a muchas proteinas citosolicas, se decidio
llevar a cabo un ensayo de inmunoprecipitaciéon para concentrar la proteina de manera
especifica a partir del extracto de proteina total. Esta inmunoprecipitacién se realizd
siguiendo el protocolo recomendado por el comerciante del kit comercial Protein G Magnetic
Beads (Biolabs) partiendo de 500ug de proteina y utilizando 4pg del anticuerpo anti-Kv1.3
(SantaCruz Biotechnology, Inc - goat polyclonal). El extracto obtenido después de la
inmunoprecipitacion se sometié a western blot siguiendo el protocolo descrito en el Anexo C
- Protocolo 3. No se observé la detecciéon de alguna banda. Este resultado indicaria que de

traducirse la proteina seria en poca cantidad.

La Figura 3-1 C, muestra la deteccién de una banda entre 40 y 50KDa, peso esperado, similar
a la descrita para la deteccién de la proteina fusiéon Kv1.5. En macréfagos de médula 6sea y de
la linea Raw 264.7 se reporta su expresion y su asociacién para generar heterodimeros con
Kv1.3 (Vicente et al., 2006). Los resultados de la deteccién de Kv1.3 fueron negativos para
macrofagos J774A.1. A pesar que hay evidencia de la presencia de transcritos para Kv1.3
(Marcela Camacho 2012) los resultados de este estudio sugieren que las corrientes de

potasio voltaje dependiente en esta linea celular se pueden atribuir a la funcién de Kv1.5.

Con respecto a la proteina CLC3, la Figura 3-1 D, muestra la detecciéon de una banda tenue
(sefialada con una flecha), cuyo peso molecular corresponde al reportado en literatura 85-
90KDa. La membrana también muestra la detecciéon de otras bandas de proteinas de peso
molecular mayor, entre 120-150KDa, que podrian atribuirse a modificaciones post-

traduccionales de la proteina-canal CLC3 o presencia de estructuras oligoméricas.

Los resultados anteriores indican que la proteina Kir2.1 contribuye con las corrientes
rectificadoras de entrada de K* y estd de acuerdo con los datos farmacoldgicos,

electrofisioldgicos y de transcripcién encontrados en estudios previos de nuestro grupo de
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investigacién. La no deteccion de la proteina Kv1.3 no corresponde con los datos
farmacoldgicos, electrofisiolégicos y de transcripciéon reportados por nuestro grupo, porque
eran evidencia de la funcién de la proteina Kv1.3. Para la proteina Kv1.5 no existen datos
previos que evidencien su funcién en macréfagos ]774A.1 pero se ha asociado con la
conformacién de heterodimeros junto con Kv1.3 en otros modelos (Vicente et al, 2006).
Finalmente, la deteccién de la proteina CLC3 esta de acuerdo con los datos farmacolégicos y
electrofisiol6gicos reportados en nuestro grupo; estos canales también habian sido descritos
en esta linea celular por Randriamampita & Trautmann (1987). Estudios posteriores se
sugieren para la deteccion de las proteinas Kv1.3 y Kv1.5 en la linea celular de macréfagos

J774A.1, utilizando otras aproximaciones experimentales.

Debido a que se conoce que la permeabilidad de la membrana del macréfago afecta la
supervivencia y multiplicaciéon del parasito intracelular, se ha estudiado el impacto de la
infeccién por Leishmania sobre las propiedades eléctricas de macréfagos infectados usando
la técnica de patch clamp en configuracion de célula entera. En el modelo de infeccién de
macroéfagos J774A.1 por L. amazonensis se encontr6 que la infeccién altera las corrientes de
potasio de la membrana del macréfago (Forero et al., 1999; Camacho et al., 2008; Quintana et

al, 2010).

Los cambios observados durante las primeras horas de infeccién (12 horas) estan asociados
con fagocitosis (Quintana et al, 2010). En infecciéon establecida (mas de 24 horas) los
cambios observados son especificos de la infeccion. Se observa aumento de la densidad de
Ikir y de las corrientes de salida de potasio voltaje dependiente (Forero et al, 1999; Camacho
et al,, 2008). Alterar las corrientes de K+ puede comprometer la habilidad del macréfago para
fagocitar, para ser activado y para la presentacidn del antigeno, es decir, que las corrientes

son criticas en el control de infecciones en el macréfago (Marcela Camacho 2012).

Estas alteraciones pueden ser el resultado de cambios en las propiedades de los canales que
generan estas corrientes y/o en la cantidad expresada en la membrana de estos. Para iniciar
los estudios de la contribucién de canales especificos con las corrientes medidas se evalud el
nivel de expresion de la proteina Kir2.1 por western blot en macroéfagos J774A.1 después de
la infeccion por L. amazonensis para determinar si cambios en su expresidon explican los

fendmenos registrados.
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3.1.1 Deteccion de la proteina Kir2.1 en macrofagos J774A.1

Las condiciones experimentales utilizadas en el laboratorio del MPI para la deteccién de la
proteina Kir2.1 por western blot, trataron de reproducirse en el laboratorio de Biofisica y
Biologia de Membranas utilizando un montaje clasico para la electroforesis SDS-PAGE (Anexo
C- Protocolo 1) y las condiciones experimentales mostradas en la Tabla 3-1 y el Anexo C -

Protocolo 4).

Tabla 3-1: Condiciones experimentales para la deteccion de las proteinas Kir2.1 y a-tubulina por
ensayos de western blot utilizando un método de revelado cromogénico.

Condicion Experimental ‘

Anti-Kir2.1 1:200
Dilucién Ab1
Anti-a-tubulina 1:200
o Anti-goat 1:5000
Dilucion Ab2
Anti-mouse 1:2000
Tiempo de incubaciéon Ab1 2haRT
Tiempo de incubacién Ab2 1haRT
Método de Revelado Cromogénico CN/DAB Substrate Kit

La Figura 3-2, muestra que bajo las condiciones tomadas como punto de partida para la
inmunodeteccidn se logré en las muestras evaluadas deteccién de una banda de 52KDa, peso
esperado para la proteina a-tubulina. Sin embargo, puede verse que en el macrofago 48hpi se
detectan ademas de esta banda bandas de peso molecular mas bajo, las cuales se atribuyen a
la presencia de proteinas del parasito en el extracto del macr6fago. Se propone que el
parasito puede estar afectando la estructura del citoesqueleto del macroéfago, generando
rompimiento de la proteina cuyos fragmentos estdn siendo detectados o que las bandas

corresponden a la deteccidn de las diferentes isoformas de esta proteina en el parasito.

Con relacién a la proteina Kir2.1 no fue posible su deteccién en las muestras bajo las
condiciones tomadas como punto de partida, lo que se atribuyé a baja eficiencia en la
transferencia de las proteinas del gel a la membrana, dilucién alta del anticuerpo primario o

secundario y baja sensibilidad del método de revelado.
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Figura 3-2: Inmunodeteccion de la proteina-canal Kir2.1 en extractos de proteina total de macréfagos
J774A.1 y macréfagos J774A.1 48 hpi. Membrana de nitrocelulosa. MW (KDa). Marcador; 1. Macréfago
(30ug); 2. Macrofago 48hpi (50pg); 3-5. Macrdéfago 48hpi, 20pg, 30pg y 50pg de proteina
respectivamente. Condiciones experimentales Tabla 3-1 y Anexo C- Protocolo 4.
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Teniendo en cuenta estas opciones y con el objetivo de encontrar condiciones
experimentales que permitan la deteccion de la proteina Kir2.1 en las muestras y en nuestro
grupo, fueron ensayados dos buffers de transferencia: el Buffer I utilizado por el laboratorio
Molecular Biology of Neuronal Signals (composicion 10mM NaHCOs; - 3mM NaCOs, SDS
0,01% y Metanol 20% a pH 9,22) y el Buffer Il reportado en literatura por Kaur et al., 2009
(composicién es 48mM Tris, 39mM Glicina, 0,037% SDS y Metanol 20% a pH 9,2). Esta
condicion fue ensayada teniendo en cuenta que muchas veces al final de un procedimiento de
inmunodetecciéon un resultado negativo puede estar dado por transferencia pobre de las
proteinas del gel a la membrana. La seleccién de los dos buffers de transferencia, cuya
composicién difiere tiene en cuenta la naturaleza anfipatica de la proteina de interés, Kir2.1.
La eficiencia de la transferencia se evidencié por tincién de las membranas con rojo de
Ponceau y por tincién del gel de poliacrilamida después de la transferencia con azul de

Coomassie.

El perfil electroforético correspondiente a los extractos de proteina total de macréfagos
]774A.1 y HEK (Figura 3-3, panel a, carril 1 y 2, respectivamente) muestra la obtencion de
una gran representacion de proteinas de alto, medio y bajo peso molecular utilizando el
buffer RIPA II, confirmando los resultados obtenidos previamente. Al comparar la tincién con
azul de Coomassie de estos extractos y la tincidn de los geles después de la transferencia
utilizando el Buffer I o el Buffer II hay disminucién en la tincién de las proteinas (Figura 3-3,
panel b y c), confirmando el paso de estas del gel a la membrana. Adicionalmente, es evidente

la diferencia en la eficiencia de la transferencia, donde es menor para el Buffer I
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comparandolo con el Buffer II. Podria decirse que es necesario ensayar otros buffers de
transferencia ya que los dos ensayados no generan transferencia completa de las proteinas
del gel a la membrana, sin embargo es importante tener en cuenta que la alta cantidad de
proteina sembrada en el gel (50ug) es también un factor limitante de la eficiencia de la
transferencia. Teniendo en cuenta todo lo anterior, se seleccioné el Buffer Il como buffer de
transferencia para los ensayos de western blot, ya que garantiza la transferencia de la mayor

parte de las proteinas sembradas en el gel a la membrana.

Figura 3-3: Gel SDS-PAGE de los extractos totales después de la transferencia de las proteinas a la
membrana de nitrocelulosa empleando dos buffers de transferencia. Gel separador 10%. a. Perfil de
proteinas del extracto total antes de la transferencia; b. Tincién con azul de Coomassie del gel después
de la transferencia con el Buffer I; ¢. Tincién con azul de Coomassie del gel después de la transferencia
con el Buffer II. 1. Macréfago; 2. HEK. 50ug de proteina/pozo.

Ademas debido a que la representacion de las proteinas de membrana dentro de una célula
es baja con respecto a otras proteinas, se decidi6 reemplazar el método de revelado
cromogénico por un método de quimioluminiscencia para incrementar la sensibilidad de la
deteccion. La implementacion de esta técnica se realiz6 inicialmente para la deteccion de la
proteina a-tubulina en diferentes extractos de proteina total. El resultado del ensayo (imagen
no mostrada) mostré la deteccidén de una banda de peso molecular esperado (52 KDa), pero
con alta intensidad luminica, lo que gener6 sobreexposicion de la pelicula. Este resultado
demostrd la alta sensibilidad del método ofreciendo como ventaja el uso de una menor
cantidad de proteina o diluciones altas de los anticuerpos primarios y secundarios contra la

proteina de interés.
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Teniendo en cuenta el resultado anterior, se decidi6 realizar la inmunodeteccién de la
proteina Kir2.1 utilizando quimioluminiscencia. El ensayo se realiz6 con extractos de
proteina total de macréfagos J774A.1 y células HEK (Human Embryonic Kidney), bajo las

condiciones experimentales mostradas en la Tabla 3-2 y el Anexo C - Protocolo 4.

Tabla 3-2: Condiciones experimentales para la deteccidon de las proteinas Kir2.1 y a-tubulina por
ensayos de western blot utilizando quimioluminiscencia.

Condiciéon Experimental

Buffer de Transferencia Buffer II
o Anti-Kir2.1 1:200
Dilucién Ab1
Anti-a-tubulina 1:2500
o Anti-goat 1:5000
Diluciéon Ab2 -
Anti-mouse 1:2000
Tiempo de incubacién Ab1 2haRT
Tiempo de incubacion Ab2 1h aRT
Método de Revelado Quimioluminiscencia

El extracto de las células HEK fue utilizado como control positivo porque es una linea celular
en la que se ha reportado la presencia de la proteina Kir2.1. El resultado de este ensayo
(imagen no mostrada) mostré en la membrana la deteccién de una banda de gran intensidad
para la proteina a- tubulina y la no deteccion de Kir2.1 en las dos muestras. A pesar que se
utiliz6 una dilucién mas alta del anticuerpo primario anti-a-tubulina, su deteccién continud
siendo muy intensa. Durante el desarrollo del ensayo se observé falla en el revelado de la
pelicula, porque una vez expuesta a la membrana no se observaron las bandas de la proteina
a-tubulina después de fijar y revelar con los reactivos correspondientes, mostrando falla en
esta parte del procedimiento. Por tal razén, se decidi6 realizar una nueva inmunodeteccion
de la proteina Kir2.1, proponiendo las siguientes modificaciones: 1) incubacién con el Abl
anti-Kir2.1 toda la noche (ON) a 4°C, 2) dilucién 1:2000 del Ab2 anti-goat, 3) dilucién 1:5000

del Ab2 anti-mouse y 4) preparacion de nuevas soluciones de fijacién y revelado.

La Figura 3-4 A muestra la deteccion de bandas en el extracto de proteina del macréfago y las
células HEK, en donde las bandas con mayor intensidad corresponden a las proteinas de
interés, Kir2.1 y a-tubulina. Esta afirmacién no puede soportarse con la asignacion de los
pesos moleculares a las bandas porque no esta presente el marcador de peso molecular, sin

embargo, la deteccion de una proteina en células HEK cuyo peso molecular es igual al de la
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proteina detectada en la muestra de interés (macroéfago) permite afirmar que es la misma
proteina. Adicionalmente, se presenta un alto background representado por la presencia de
otras bandas de proteinas que pueden atribuirse a interacciones inespecificas y la

sobreexposicion de la pelicula, mostrada como un fondo muy oscuro en la Figura 3-4 A.

Con el objetivo de disminuir el background se llevd a cabo la inmunodeteccion de la proteina
Kir2.1 disminuyendo el tiempo de incubacién con los Ab1, anti-Kir2.1 y anti-a-tubulina, a 2
horas a RT, manteniendo las demas condiciones experimentales iguales. Como lo muestra la
Figura 3-4 B, bajo esta modificacién experimental, se detectan las mismas bandas presentes
en el ensayo anterior ademads de que se disminuy6 el background. Sin embargo, siguen siendo
notables ciertas bandas de peso molecular mayor a las bandas mas intensas, las cuales se
atribuyen a interacciones inespecificas que pueden estar asociadas con la calidad del

anticuerpo dada por la casa comercial.

Este resultado finalmente muestra que se encontraron las mejores condiciones para la
deteccion de las proteinas Kir2.1 y a-tubulina (que se utiliz6 como proteina control de carga
y transferencia), en extractos de proteina total para la muestra de interés y el control
positivo, por ensayos de western blot utilizando quimioluminiscencia. Las condiciones

experimentales se resumen en la Tabla 3-3.

Figura 3-4: Inmunodeteccién de la proteina-canal Kir2.1 en extractos de proteina total de macréfagos
J774A.1 y HEK utilizando quimioluminiscencia y diferentes tiempos de incubacién con los Ab1l. A.
Tiempo de incubacién ON a 4°C; B. Tiempo de incubacién 2h a RT. 1. Macrdéfagos J774A.1; 2. Células
HEK. Proteina/pozo 50ug. Condiciones experimentales Tabla 3-2.
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Tabla 3-3: Mejores condiciones experimentales para la deteccidn de las proteinas Kir2.1 y la proteina
a-tubulina por ensayos de western blot utilizando quimioluminiscencia.

Condicion Experimental

Buffer de Transferencia Buffer II
Anti-Kir2.1 1:200
Dilucién Ab1
Anti-a-tubulina 1:2500
L, Anti-goat 1:2000
Dilucion Ab2
Anti-mouse 1:5000
Tiempo de incubaciéon Ab1 2haRT
Tiempo de incubacion Ab2 1haRT
Método de Revelado Quimioluminiscencia

Una vez encontradas las mejores condiciones experimentales para la deteccion de la proteina
Kir2.1, estas fueron utilizadas para evaluar el nivel de expresion de la proteina en macréfagos

J774A.1 después de la infeccién con L. amazonensis por western blot.

3.1.2 Evaluacion del nivel de expresion de la proteina Kir2.1 en
macrofagos J774A.1 con diferentes tiempos de infeccion con el
parasito L. amazonensis

Algunas medidas realizadas sobre las propiedades eléctricas del macréfago estan
relacionadas con las condiciones de cultivo. En nuestro grupo existe evidencia que la
adherencia a vidrio, un paso utilizado para diferenciar monocitos a macréfagos afecta
criticamente las propiedades eléctricas de estas células. Las propiedades eléctricas pasivas
de la linea celular de macroéfago de ratén J774A.1, varian con el tiempo de adherencia al
vidrio, en donde se incrementa la capacitancia de la membrana y se hiperpolariza (potencial
mas negativo que el potencial de reposo; Gallin & Sheehy, 1985; McKinney & Gallin, 1990;

Camacho datos no publicados).

Las propiedades eléctricas activas en la membrana del macréfago también varian con el
tiempo de adherencia al vidrio, lou de gran amplitud son detectadas durante las primeras 8
horas post-adherencia con Ixr minimas. La amplitud tanto de Iow cémo de Ixir es similar
después de 24 horas post-adherencia, pero después de 48 horas post-adherencia la situacién
es inversa (Gallin & Sheehy, 1985; Randriamampita & Trautmann, 1987; McKinney & Gallin,
1990).
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Nuestro grupo ha controlado esta condicién experimental en los experimentos realizados
durante el estudio del impacto de la infecciéon por L. amazonensis sobre las propiedades
eléctricas del macroéfago J774A.1, por electrofisiologia. Por tal razén, los experimentos a
continuacion evaluaron el nivel de expresion de la proteina Kir2.1 en macréfagos ]774A.1
bajo diferentes tiempos de adhesidon por western blot, antes de evaluar el nivel de expresion

de Kir2.1 después de diferentes tiempos de infeccién.

El andlisis de imagenes de las membranas se realizé en el programa Image] 1.48v (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA). El andalisis estadistico de los datos alli
reportados fueron analizados en el programa estadistico SigmaStat 3.1 (Systat Software, Inc)
utilizando un andlisis de variancia en una via (one way ANOVA) y el test Tukey, para
determinar diferencias estadisticas con un nivel de significancia p<0,05. Las graficas de cajas

fueron obtenidas con el programa GraphPad Prim 6 (GraphPad Software, Inc).

En la Figura 3-5 A (carriles 2, 3 y 4) se observa la detecciéon de una banda en las muestras de
interés la cual corresponde a la proteina Kir2.1, 48 KDa; adicionalmente la deteccién de una
banda en células HEK cuyo peso molecular también corresponde al peso molecular reportado
para Kir2.1 (48KDa), es igual al de la banda detectada en las muestras de interés,

permitiendo confirmar que la banda detectada corresponde a la proteina Kir2.1.

Es notable la presencia de otra banda intensa cuyo peso molecular es mayor que la banda
correspondiente a la proteina Kir2.1 y se encuentra entre 85 y 121 KDa. Podria corresponder
a interacciones inespecificas o multimeros dado que la banda tiene aproximadamente el
doble del peso de la banda de la proteina Kir2.1. Teniendo en cuenta que muchas proteinas
de membrana, como los canales, forman estructuras oligoméricas, se sugiere que esta banda
también detectada corresponde a una estructura oligomérica del canal, la cual teniendo en
cuenta el peso molecular aproximado, corresponderia a su dimero. En literatura se reporta
que la familia de canales clasicos Kir (Kir2.X) se presentan como complejos homoméricos

(Hibino et al,, 2010).

Al comparar el nivel de expresién de la proteina Kir2.1 en los macrofagos después de 8h, 24h
y 48h de adherencia al frasco de cultivo, el grafico de cajas en la Figura 3-5 A, muestra que

hay un pequefia variaciéon en el nivel de expresion de la proteina bajo esta condicién
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experimental de cultivo, el cual segin el andlisis estadistico de los datos no es
estadisticamente significativo. De esta forma, se afirma que la adherencia al frasco de cultivo

no afecta el nivel de expresion de la proteina Kir2.1 en macrofagos J774A.1.

Figura 3-5: Inmunodeteccién de la proteina Kir2.1 en macréfagos ]J774A.1 sometidos a dos
condiciones experimentales. Gel separador 10%. A. Diferentes tiempos de adherencia: 1. Control
positivo: Células HEK; 2. Macréfago 8h adherencia; 3. Macréfago 24h adherencia; 4. Macréfago 48h
adherencia. B. Diferentes tiempos de infeccién: 1. Control positivo: Células HEK; 2. Macro6fago NI; 3.
Macrofago 24hpi; 4. Macréfago 48hpi; 5. Macréfago 72hpi y 6. L. amazonensis. Proteina/pozo 50ug.
Condiciones experimentales Tabla 3-3 y Anexo C - Protocolo 4. Al lado de cada membrana se muestra
el grafico de cajas correspondiente al analisis estadistico de los datos. En las graficas las barras
representan la media # SD del nivel de expresion relativo (ANOVA en una via, test Tukey p<0,05). Los
resultados representan res experimentos independientes.
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Como se mencion6 anteriormente, las propiedades eléctricas activas en la membrana del
macrdéfago, que han sido caracterizadas en parte por las corrientes de entrada de potasio
(Ixm), varian con las condiciones de cultivo como el tiempo de adherencia. Para explicar las
diferencias encontradas mediante mediciones por electrofisiologia, se ha propuesto como
posible explicacién la sintesis y posterior insercién de nuevos canales en la membrana. El
resultado obtenido muestra que el tiempo de adherencia al plastico no genera cambio en el

nivel de expresion de la proteina Kir2.1 en macrofagos J774A.1.

A continuacién se evalué el nivel de expresion de Kir2.1 después de la infecciéon con L.

amazonensis.

Extractos de proteina total de macréfagos J774A.1 recolectados después de 24, 48 y 72 horas
post-infeccion (hpi) con el parasito L. amazonensis, fueron obtenidos por lisis de las células
en el buffer RIPA II de acuerdo con los resultados obtenidos para la obtencién del extracto de
proteina total. En estos extractos se realizo la deteccion de la proteina Kir2.1 por western blot
(ver Anexo C -Protocolo 4 - Tabla 3-3). Bajo estas condiciones experimentales se obtuvo una
seflal débil de la proteina Kir2.1 para las muestras de interés (imagen no mostrada), por lo
tanto se decidi6 realizar la inmunodeteccién de la proteina Kir2.1 ajustando el tiempo de

incubacién con el Ab1 de 2h/RT a toda la noche (ON)/4°C.

Con esta modificacién experimental se logré incrementar la sefial de deteccién para la
proteina Kir2.1 en las muestras (imagen no mostrada), pero se observo que la proteina a-
tubulina, utilizada también como control de carga, no permitia llevar a cabo una comparaciéon
entre las muestras de interés, porque con el Ab1 anti-a-tubulina se observé superposicion de
bandas que generaron problemas en la interpretacién de los resultados. Teniendo en cuenta
este resultado, se decidié cambiar la proteina utilizada como control de carga, por -actina.
Experimentos previos fueron realizados para encontrar la dilucién del Abl y Ab2 que
permitieran la deteccién de una proteina cuyo peso molecular correspondiera con el
reportado en literatura, 42KDa, estas diluciones fueron para el Ab1l anti-B-actina 1:2000 y
para el Ab2 anti-mouse 1:8000. Con estas condiciones se decidi6 realizar la inmunodeteccién
de la proteina Kir2.1 en macréfagos a diferentes tiempos post-infeccion utilizando B-actina

como control de carga y transferencia.
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En la Figura 3-5 B (carriles 1-6) puede verse la deteccién de una banda en las muestras la
cual corresponde a la proteina Kir2.1, 48KDa, resultado confirmado por la detecciéon de una
proteina en células HEK. Al igual que en el anterior experimento es notable la presencia de
otra banda cuyo peso molecular también es mayor y se encuentra entre 85y 121 KDa, que se

sugiere corresponderia a un dimero del canal.

Al comparar el nivel de expresiéon de la proteina Kir2.1 en macréfagos NI y macréfagos
después de 24hpi, 48hpi y 72 hpi con L. amazonensis, el grafico de cajas en la Figura 3-5 B,
muestra que hay reduccion en el nivel de expresion de la proteina Kir2.1 de los macréfagos
después de la infeccion, el cual segin el andlisis estadistico de los datos es estadisticamente
significativo (p<0,05). De esta forma, la infecciéon de macréfagos por el parasito afecta la
expresion de la proteina Kir2.1, induciendo disminucién en su nivel de expresion. Es
importante resaltar que la anterior afirmacién corresponde Uinicamente a la proteina Kir2.1
presente en el macréfago, ya que el Ab1 utilizado para la inmunodeteccion de la proteina no

detecta proteina alguna en el parasito (Figura 3-5 B, carril 6).

Como se ha mencionado estudios previos en nuestro grupo de investigacion han evaluado el
impacto de la infecciéon de Leishmania sobre las propiedades eléctricas de los macrofagos
mediante electrofisiologia y se encontroé que la infeccién por el parasito L. amazonensis altera
las corrientes de K+ (Forero et al, 1999; Camacho et al, 2008; Quintana et al, 2010).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, el resultado obtenido sustenta una de las
conclusiones dadas en el estudio realizado por Quintana et al,, 2010, en el cual se propone
que los cambios observados después de 24hpi parecen ser especificos de la infeccién con
Leishmania, porque la inmunodeteccidn muestra que a tiempos de infecciéon iguales o
mayores a 24h por el parasito se estd generando un cambio en el nivel de expresién de
Kir2.1. Ademas este cambio podria ser sélo consecuencia de la infeccién por el parasito y no

de una condicién de cultivo, como el tiempo de adherencia.

Una vez establecida la infeccidon por Leishmania (tiempos de infeccién >24h) la membrana
del macréfago muestra incremento en la densidad de corriente de salida de K+ (Iou;, Camacho
et al,, 2008) y un incremento en la densidad de corriente de entrada de K+ (Ixir, Forero et al.,
1999). La combinacion de estos eventos induce hiperpolarizaciéon del macréfago. Teniendo

en cuenta reportes previos y este estudio, se propone el siguiente mecanismo para explicar la
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hiperpolarizacién encontrada en la membrana del macréfago J774A.1: la salida de K+ lleva el
potencial de membrana hacia el potencial de equilibrio para este i6n y lo aleja del potencial
de reposo medido para macrdéfagos ]774.A1 (Forero et al, 1999) que se establece por la
contribuciéon de K+ pero también de otros iones (Donnadieu & Trautmann, 1993; Ikejima et
al,, 1997). La salida de cargas positivas representadas por K+ y la pérdida de entrada de este
i6n por menor cantidad de canales Kir2.1 se traducen en una diferencia de potencial mas
negativo que el potencial de reposo de estas células (hiperpolarizado). A pesar que en
macrdéfagos se considera que los canales KIR establecen el Vm, y se reporta hiperpolarizacion
inducida por fagocitosis atribuible a cambios en las Ixir (Kouri, 1980; Gallin, 1986), nuestros
datos indican otro escenario. Esta propuesta requiere ser validada por estudios posteriores
en los cuales se evalde el cambio en el nivel de expresién de los canales Kv1.5 que parecen

ser responsables de K* o,y se determine si hay contribucién de Kv1.3.

Los canales Kir2.1 son modulados post-traduccionalmente por muchos factores. Forero et al.,
1999 sugirieron modulacion post-transcripcional de Kir2.1 y aumento del nimero de canales
para explicar la hiperpolarizacién. El presente estudio muestra que efectivamente existe
modulacién en el nivel de expresion de la proteina Kir2.1, que podria ser post-
transcripcional. Sin embargo, después de la infeccién el nivel de expresién de Kir2.1
disminuye, indicando que el incremento en la densidad de Ixir no esta relacionado por un

aumento en el namero de canales Kir2.1.

Importantes eventos de sefializacién han sido asociados con la hiperpolarizaciéon de los
macraéfagos, los cuales son importantes en la interaccién macroéfago-Leishmania, por ejemplo
se plantea que una vez la infeccién se establece, una disminucién en la capacidad de los
macrdéfagos para secretar moléculas de sefalizacion al resto del sistema inmune podria ser

crucial para la supervivencia del parasito.

3.2 Deteccion de la proteina Kir2.1 en fagosomas LBPs

Los macrdéfagos en las especies vertebradas son células especializadas del sistema inmune
que dentro de sus diferentes funciones, internalizan particulas en fagosomas, los cuales
sufren un proceso de maduracién complejo que involucra la fusidon secuencial con

compartimentos endosomales. Una vez maduros, los fagosomas degradan sus constituyentes



54 Estudio de la expresién de proteinas en el modelo Leishmania-Macréfago

y facilitan la presentacién de antigeno. Sin embargo, muchos patoégenos son capaces de
reducir estas funciones y sobrevivir dentro de los fagosomas, generando una enfermedad. La
comprension de la biogénesis y funciones del fagosoma ha sido estudiada a través del analisis

de su contenido de proteinas.

Aunque es importante direccionar este proceso a nivel celular, los mecanismos detallados del
proceso han surgido del uso de sistemas in vitro. El uso de particulas de latex como un
sistema para imitar la interacciéon hospedero-patégeno durante una infecciéon (latex-bead-
containing phagosomes LBPs) ha permitido entender el proceso de la fagocitosis y la
biogénesis fagolisosomal. Un primer andlisis de lipidos y proteinas indicaron que la
composicién del fagosoma refleja una serie de interacciones entre fagosomas, endosomas

tempranos, endosomas tardios y lisosomas (Desjardins & Griffiths, 2003).

En el caso de los organelos, un requisito obvio para los ensayos in vitro y analisis bioquimicos
es que los organelos sean tan puros como sea posible. Para la mayoria de organelos
intracelulares, incluyendo fagosomas que contienen microorganismos, es muy dificil lograr
este objetivo y una variable, y con frecuencia significativa, el grado de contaminacién no se
puede evitar (Desjardins et al., 2003). Por tanto como primera aproximacion al estudio de las
proteinas expresadas en la membrana de la vacuola parasitéfora se trabajo con un modelo

mas sencillo evitando contaminacién con proteinas del parasito.

Los resultados de los experimentos aqui descritos fueron obtenidos en la pasantia de
investigacién realizada en laboratorio Molecular Biology of Neuronal Signals dirigido por el
Dr. Walter Stiihmer, Max-Planck-Institut (MPI) fiir Experimentelle Medizin, (Gottingen -
Alemania). Los extractos de proteina total obtenidos después de aislar fagosomas LBPs por
dos metodologias (Anexo B - Protocolo 6; Figura 3-6 B) fueron sometidos a western blot con
anticuerpos contra proteinas especificas consideradas marcadores de membranas

intracelulares (Anexo C - Protocolo 3). Las proteinas fueron: Calnexina, Golgin97, y Lamp-1.
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Figura 3-6: Inmunodeteccidn de proteinas marcadores de membranas intracelulares en extractos de
proteina total de macréfagos J774A.1 y fagosomas LBPs. A. Macréfagos J774A.1. Proteina/pozo 25ug.
C. Fagosomas LBPs. MW (KDa). Marcador; 1. Fagosomas LBPs obtenidos con la metodologia descrita
por Shui et al. 2008; 2. Fagosomas LBPs obtenidos con la Metodologia descrita por Chakraborty et al.,

1994. 3. Fraccion no fagosomal. Extractos de proteina total. Proteina/pozo 5ug.
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asociada con la membrana del fagosoma y su presencia indica fusién fagosoma-lisosoma.
Para este marcador de membrana se esperaba una banda de peso molecular de 120KDa, sin
embargo la deteccion de esta proteina tiene un perfil que muestra dos bandas cuyos pesos
moleculares 48KDa y 75KDa, coinciden con las dos bandas de proteinas detectadas en el
macrdfago J774A.1, célula utilizada como control positivo, indicando que es la misma
proteina (Figura 3-6 A). La suma de los pesos moleculares de estas dos bandas es de 123KDa,
el cual coincide con el peso molecular reportado en literatura para esta proteina. Esta
observacion particular plantea las siguientes preguntas de si las bandas corresponden a sub-
unidades de la proteina Lamp-1 o son productos de su degradaciéon. La detecciéon de la
proteina Lamp1 en la fraccién no fagosomal responde a su presencia en los lisosomas de la

linea celular estudiada.

La deteccion de Calnexina, una proteina integral de la membrana del reticulo
endoplasmatico, en las fracciones fagosomales (Figura 3-6 C) sugiere la asociacion entre este
organelo y la membrana del fagosoma. De la misma forma, como Lamp1 la deteccién de esta
proteina en la fraccién no fagosomal responde a la presencia de este organelo en las células
estudiadas. El peso molecular de la banda detectada corresponde al reportado en literatura,
90KDa, y al del control positivo (Figura 3-6 A), indicando que la proteina detectada en los

fagosomas LBPs corresponde a Calnexina.

Medidas de capacitancia realizadas durante la fagocitosis de perlas de latex permitieron
proponer que endomembranas eran reclutadas a la superficie celular para la formacién del
fagosoma (Holevinsky et al., 1998). Dependiendo de la naturaleza de la particula ingerida,
una variedad de compartimentos endociticos aportan las membranas necesarias para la
formacion del fagosoma. Se ha reportado que el reticulo endoplasmatico (RE) puede también
fusionarse con la membrana plasmatica durante la fagocitosis (Gagnon et al., 2002). Becker et
al.,, 2005, demostré que los macrofago 774 reaccionan hacia el reto de fagocitar particulas de
gran tamafio (3pum) mediante la activacién de un mecanismo de fusién, permitiendo acceder
a la fuente mas abundante de endomembranas, el reticulo endoplasmatico. Este proceso
conocido como “fagocitosis mediada por el RE” no sélo es usado durante la internalizacién de
perlas de latex inertes, sino también para la internalizacién de patégenos intracelulares,
como Salmonella y Leishmania. Sin embargo, no es claro si la fagocitosis mediada por el RE

proporciona sélo un reservorio de membranas o si también contribuye a las propiedades
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funcionales de los fagosomas, por ejemplo proporcionando los lipidos y proteinas que

pueden modular la sefializacién membranal (Desjardins et al., 2003, Becker et al., 2004).

Con respecto a la proteina integral de la membrana del complejo de Golgi, Golgin97 (Figura
3-6 C), no se detectaron bandas en las fracciones fagosomales. Es notable una banda de mas
de 50KDa en la fraccion no fagosomal, cuyo peso no coincide con el observado en el control
positivo, 97KDa. Este resultado podria sugerir que las fracciones fagosomales no se
encuentran contaminadas con endomembranas del macréfago y que las proteinas Calnexina
y Lampl son genuinas del fagosoma. Se hubiese esperado la detecciéon de la proteina
Golgin97 en la fracciéon no fagosomal, sin embargo es importante resaltar que las demas

fracciones no fagosomales no fueron evaluadas.

Por otro lado, es notable la diferencia que se observa en la deteccién de las proteinas
marcadores de endomembranas (Calnexina, Lampl y Golgin97) entre los extractos de
proteina obtenidos con la metodologia descrita por Shui et al. 2008 (Figura 3-6 C, carril 1) o
por Chakraborty et al.,, 1994 (Figura 3-6 C, carril 2). En esta tltima hay mejor deteccién de las
proteinas porque las bandas son mas visibles. Adicionalmente, se obtiene una mayor
concentracidn de proteinas en el extracto total de los fagosomas LBPs, que puede atribuirse a
un aislamiento mas adecuado de los fagosomas, ya que logra lisis de los macro6fagos

preservando la membrana fagosomal.

Estos resultados permitieron: 1) verificar que la fraccién subcelular aislada corresponde a la
fraccion fagosomal porque se detectaron proteinas que la caracterizan, 2) mostrar que la
membrana del fagosoma formado durante la fagocitosis de perlas de latex de 3pum por
macrdéfagos J774A.1 es una mezcla de membranas que proviene de la membrana plasmatica
del macréfago, sus lisosomas y reticulo endoplasmatico, y 3) Sugerir que la fracciéon
fagosomal no se encuentran contaminada con endomembranas del macréfago. De esta forma,
se tiene certeza de que el extracto de proteina obtenido es representativo de este

compartimento subcelular.

Leishmania entra a su célula hospedera por fagocitosis (Alexander y Russell, 1992). La via
normal de maduracién de los fagosomas culmina en el lisosoma y la posterior degradacién
del contenido fagosomal, Leishmania debe sobrevivir a esta progresion. El crecimiento de

Leishmania como amastigote en los macréfagos ocurre dentro las vacuolas parasitéforas
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(VPs), formadas en el proceso de la fagocitosis. La VP es también un compartimento
endolisosomal en el cual su membrana permite el intercambio de iones entre el lumen de la
VP y el citoplasma de la célula infectada. Estudios sobre L. mexicana y L. amazonensis han
mostrado que las VPs exhiben caracteristicas de los compartimentos endociticos tardios de la
célula hospedera, tienen pH acido (4,7-5,2), contienen las hidrolasas lisosomales cathepsina
D, B, H y L, los marcadores de membrana lisosomal LAMP1 y LAMP2, protén ATPasas y
moléculas MHC clase II (Alexander et al., 1999; Rusell et al.,, 1992).

La permeabilidad de la membrana de la vacuola parasitéfora (MVP) depende de los
transportadores presentes en las membranas que se donan: la membrana plasmatica del
macrdfago, las membranas endosomales y lisosomales, la membrana del RE y la membrana
del parasito. Dentro de los posibles transportadores membranales presentes en la MVP se

incluyen canales de K* y la familia de transportadores ABC (Cortazar et al., 2006)

Nuestro grupo de investigacidn ha registrado corrientes a través de la MVP (Cortazar et al,,
2006; Pérez 2009) en VP inducidas por L. amazonensis en macrdfagos J774A.1 utilizando la
técnica de patch clamp en configuracibn de VP-adherida. Mediante estos registros
electrofisioldgicos el grupo identificé dos corrientes i6nicas: la primera corriente registrada
es voltaje dependiente, transporta aniones pequefios, no es inhibida por TEA o 4-AP3, es
inhibida por DIDS, SITS, acido niflimico* y por presencia de aniones grandes. Estas
caracteristicas son tipicas de los canales de cloruro de la familia CLC. La segunda corriente es
cationica. Se observaron eventos voltaje dependiente e inhibibles por TEA y 4-AP. Los
estudios preliminares sugieren que el canal tiene alta selectividad por iones K*. Los hallazgos
fisiolégicos del grupo no han permitido caracterizar el tipo de moléculas que generan las

corrientes registradas y su significado fisiologico.

La deteccién de la proteina-canal Kir2.1 en las fracciones fagosomales (Figura 3-6 C) sugiere
la asociacién entre la membrana plasmatica del macréfago y la membrana del fagosoma, y
podria corresponder a lo sugerido por Pérez, 2009 sobre la caracterizacidon de la corriente

catidnica registrada en la MVP, que el canal responsable podria provenir de la membrana del

3 Inhibidores de canales de potasio
4 Inhibidores de canales/transportadores de cloruro
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macrdéfago. De ser asi, se podria sugerir que Kir2.1 es la proteina que contribuye con la
corriente catiénica registrada en la MVP, ya que la caracterizacién de esta corriente en el
estudio de Pérez, 2008, se asemeja al comportamiento de los canales rectificadores de

entrada de K+ que se encuentran en la membrana del macroéfago.

Estas caracteristicas aunque no puede pueden extrapolarse directamente a la MVP generada
por la infeccion de Leishmania, podrian servir de modelo de aproximacién. Pérez, 2008
muestra la deteccion del canal receptor de IP3 (RIP3) y del canal receptor de Rianodina (RiR)
los cuales son propios de la membrana del RE en la MVP (generada por L. amazonensis) y
propone que su presencia podria ser el resultado del secuestro de éstos en esta membrana,
para promover respuestas alteradas de calcio y/o protecciéon contra apoptosis para el
macréfago que contribuirian con la supervivencia del parasito. A futuro es necesario validar
mediante otros experimentos que la fracciéon fagosomal aislada no presenta contaminacion

por endomembranas del macréfago, para soportar lo que se sugiere con estos resultados.

3.3 Expresion de una proteina CLC en promastigotes de dos
especies de Leishmania

Durante su ciclo de vida Leishmania se adapta y prolifera en un ambiente donde las
condiciones ambientales son drasticas, manteniendo su pH intracelular y osmolaridad en
rangos fisioldgicos. La adaptacién a algunos de estos cambios requiere la expresion selectiva
de canales i6nicos y transportadores. En promastigotes L. major se ha sugerido que una
bomba de H+*y un canal de ClI- contribuyen con el transporte activo secundario (Vieira et al.,
1994). Con registros en bicapas se hicieron mediciones de conductancias anidnicas en la
membrana plasmatica de L. mexicana. Se describieron dos corrientes aniénicas, las cuales son
consistentes con flujos aniénicos en Leishmania involucrados con la supervivencia del
parasito (DiFranco et al, 1995; Ponte-Sucre et al., 1998) y el transporte de electrones por

enzimas rédox (Bera et al., 2005).

Nuestro grupo se ha interesado por el estudio de canales idnicos de Leishmania,
particularmente los canales de cloruro asumiendo que son importantes en la supervivencia y
adaptacion del parasito al pH acido de la VP. Registros electrofisiolégicos directos sobre el

parasito no han sido posibles debido a su tamaiio pequefio, forma, movimiento y la presencia
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de un glicocalix complejo en su membrana que interfiere con la formacién del sello. Para
superar esta dificultad se han utilizado ovocitos de anfibios (Xenopus laevis y Bufo marinus;
Vargas et al.,, 2004) como un sistema de expresion heter6loga, para expresar el mRNA total
de Leishmania. Utilizando ovocitos de X. laevis y B. marinus nuestro grupo de investigacién ha
estudiado corrientes idnicas inducidas después de la micro-inyeccion de mRNA poliA de L.
amazonensis (Arroyo, 2005; Lagos et al, 2007) y L. braziliensis (Garzon et al., 2009). Tres
tipos de corrientes de cloruro voltaje dependientes fueron registradas, donde una parece ser
especifica del mRNA del parasito inyectado. Esta corriente mostré sensibilidad a
bloqueadores de canales de cloruro, DIDS y acido niflimico, y la disminucién del CI-
extracelular gener6 una alteracion en la corriente indicando que la corriente registrada fue

generada por los iones cloruro.

Con la informacién disponible del genoma de L. braziliensis el grupo ha mostrado
transcripcién de cuatro genes putativos CLC y clonado 3 de estos (Lozano et al,, 2009), que
son homoélogos de los CLC intracelulares de mamiferos que se comportan como co-

transportadores.

Para confirmar la expresion del canal CLC identificado por RT-PCR se utilizé la técnica de
western blot. Extractos de proteina total de L. amazonensis y L. braziliensis fueron obtenidos
por lisis de los parasitos con el buffer PBS hipoténico/Tritén X-100 (T1) y RIPA II (T2; Anexo
B - Protocolo 4) de acuerdo con los resultados obtenidos para la obtencién de un extracto de

proteina total para el parasito en estadio promastigote.

Las condiciones experimentales utilizadas en el laboratorio del MPI para la deteccién de la
proteina CLC3 trataron de reproducirse en el laboratorio de Biofisica y Biologia de
Membranas utilizando un montaje clasico para la electroforesis SDS-PAGE (Anexo C -
Protocolo 1) y las condiciones experimentales mostradas en la Tabla 3-4 y el Anexo C -

Protocolo 4).
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Tabla 3-4: Condiciones experimentales para la detecciéon de las proteinas CLC3 y a-tubulina por

ensayos de western blot.

Condicidon Experimental

Buffer de Transferencia Buffer II
Dilucion 1 Dilucion 2

Anti-CLC3 1:400 1:600

Dilucion Ab1
Anti-a-tubulina 1:2500 1:4000

Anti-rabbit 1:2000 1:2000
Dilucion Ab2

Anti-mouse 1:5000 1:8000
Tiempo de incubaciéon Ab1 2haRT
Tiempo de incubacion Ab2 lhaRT
Método de Revelado Quimioluminiscencia

La Figura 3-7 A, muestra que bajo las condiciones experimentales descritas en el parrafo
anterior se logro la deteccién de bandas en las muestras. Las membranas fueron cortadas en
dos pedazos, uno de ellos para la deteccion de la proteina CLC3 (parte superior) y el otro
para la proteina a-tubulina, el control de carga y transferencia (parte inferior), debido a la
diferencia entre los pesos moleculares de las proteinas. A pesar de lograr una deteccion se
observa un alto background, por lo tanto se decidié realizar un nuevo experimento
modificando las diluciones de los anticuerpos primarios y secundarios. La Figura 3-7 B,
muestra que con la modificacién planteada se logré disminuir el background del experimento

anterior y mantuvo el perfil de las bandas mas intensas.

Figura 3-7: Inmunodeteccién de la proteina CLC3 en extractos de proteina total de dos especies de
Leishmania. Condiciones experimentales: A. Tabla 3-4 Columna Dilucién 1 para Abl y Ab2. B. Tabla
3-4 Columna Dilucién 2 para Ab1 y Ab2. 1. Células HEK; 2. Macrdfagos J774A.1; 3. L. amazonensis T1;
4. L. amazonensis T2; 5. L. braziliensis T1; 6. L. braziliensis T2. Proteina/pozo 25ug. T1: PBS
hipotdnico/Tritén X-100 y T2: RIPAII.
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El extracto de células HEK fue utilizado como control positivo porque es una linea celular en
la que se ha reportado la presencia de la proteina CLC3 (Weylandt et al, 2001). En la
membrana de este ultimo experimento se logran las siguientes observaciones (Figura 3-7 B):
la parte inferior muestra la deteccién de la misma banda en HEK, macréfago y las especies de
Leishmania cuyo peso molecular corresponde al reportado en literatura, 52 KDa para la
proteina a-tubulina. Sin embargo, es notable la deteccién de otras bandas de proteinas en las
especies de Leishmania, la cual se atribuye a la presencia de diferentes isoformas de esta
proteina estructural en el parasito (Gull. 1999). La parte superior muestra la deteccion de
dos bandas de proteina entre 121KDa y 184KDa en células HEK y una banda en macro6fagos,
cuyo peso no corresponde con el peso molecular reportado para CLC3, 85-90KDa. Este
resultado sugiere: 1) Que la banda detectada corresponde al reconocimiento por parte del
anticuerpo de una proteina diferente en las células HEK y 2) modificaciones post-

traduccionales de la proteina CLC3 o presencia de estructuras oligoméricas.

Para analizar la primera posibilidad se realiz6 un blast de proteinas utilizando la herramienta
“protein blast” en la pagina del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) entre el péptido
utilizado para generar el anticuerpo y el genoma reportado para el humano, este blast
reporta una identidad del 100% con la proteina CLCN3 y porcentajes menores contra otras
proteinas CLC que incluyen otros canales e intercambiadores H+/Cl- reportados en humano,
lo que indica que la identidad de la banda detectada corresponde a una proteina CLC. Por tal
razon y teniendo en cuenta que el peso molecular de esta banda es mayor al peso esperado se
sugiere modificaciones post-traduccionales o presencia de estructuras oligoméricas de la

proteina CLC que estan siendo reconocida en estas células.

Para los parasitos no se detectaron bandas definidas, pero en L. braziliensis se observan dos
barridos, en donde el peso de uno de ellos corresponde al peso de las bandas detectadas en
HEK y el macréfago. Esta deteccidon sugirié expresion baja de la proteina, que resultaria en
una poca representacion de la proteina en el extracto total. Por lo tanto se decidié realizar un
western blot sobre extractos enriquecidos con proteinas de membrana. Extractos
enriquecidos con proteinas de membrana de muestras de L. amazonensis y L. braziliensis
fueron obtenidos por PBS hipoténico-Tritén X-100-Kit Mem-PER (Anexo B - Protocolo 5) de
acuerdo con los resultados obtenidos para la obtencién de un extracto enriquecido con

proteinas de membrana para L. amazonensis.



Capitulo 3 63

La Figura 3-8 muestra la deteccién del bandeo mencionado para células HEK y macroéfagos
cuyo peso molecular es de 140KDa. En células HEK la segunda banda tiene un peso molecular

de 120-121KDa (Figura 3-8, carril 2).

Para L. amazonensis no se logra deteccidn de banda alguna, ni en el extracto total de proteina,
ni en el extracto enriquecido con proteinas de membrana (Figura 3-8, carriles 3-5). En
contraste, para L. braziliensis se observaron bandas, una de las cuales corresponde con la
banda detectada en HEK cuyo peso molecular es de 120-121KDa, por lo que se sugiere
expresién de CLC en este parasito. Por otro lado, es también notable la detecciéon de una
banda de aproximadamente 250KDa en los tres extractos de proteinas para L. braziliensis.
Como se discutié anteriormente, se sugiere modificaciones post-traduccionales o presencia

de estructuras oligoméricas de la proteina CLC que se esta detectando.

Figura 3-8: Inmunodetecciéon de la proteina CLC en extractos enriquecidos con proteinas de
membrana de dos especies de Leishmania. 1. Macr6fago J774A.1; 2. Células HEK; 3. L. amazonensis ET;
4. L. amazonensis Fraccion hidrofilica; 5. L. amazonensis Fraccion hidrofébica; 6. L. braziliensis ET; 7. L.
braziliensis Fraccién hidrofilica; 8. L. braziliensis Fraccién hidrofébica. ET: Extracto de proteina total.
Proteina/pozo 25ug. Condiciones experimentales Tabla 3-4 Columna Dilucién 2 para Abl y Ab2, y
Anexo C - Protocolo 4.
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Es evidente que la intensidad de las bandas detectadas en el parasito L. braziliensis es baja lo
que podria indicar baja expresion de la proteina CLC, sin embargo es importante tener en
cuenta que el anticuerpo utilizado fue generado a partir de una regiéon de aminoacidos del
extremo C-terminal del canal CLCN3 humano. Al someter esta regién a un blast de proteinas
utilizando la herramienta “protein blast” en la pagina del NCBI contra el genoma reportado

para L. braziliensis (MHOM/BR/75M2904, www.genedb.com) se reporta una identidad del
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39% con una proteina tipificada como un canal de cloruro putativo tipo CLC (putative CLC-
type chloride channel L. braziliensis). Esta baja identidad también podria explicar la baja
deteccién de la proteina-canal. Para L. amazonensis no fue posible hacer la misma biisqueda

porque su genoma no ha sido ain reportado.

La baja intensidad de la banda detectada en la fracciéon hidrofébica para L. braziliensis se
interpreta como una baja concentracion de la proteina en el extracto enriquecido con
proteinas de membrana, porque se hubiese esperado una detecciéon mayor de la banda de
120-121KDa en este extracto comparado con el extracto de proteina total, pero lo que se
observa es lo contrario. Esta observacién sugiere que las proteinas de membrana del paréasito
presentan una baja solubilidad en el detergente que se utiliza y por lo tanto no se estad
realizando un enriquecimiento de las proteinas de membrana. Esta sugerencia se apoya al
tener en cuenta que la membrana plasmatica de Leishmania estd compuesta principalmente
por: lipofosfoglicanos (LPG), proteofosfoglicanos (PPG), glicoproteinas (GP63) y un grupo de
glicoinositolfosfolipidos, grupos que se ubican en el exterior de la membrana de Leishmania
que podrian interferir con la interacciéon entre el detergente y los fosfolipidos de la

membrana para solubilizar las proteinas de membrana.

Es interesante notar que la proteina CLC que se estd detectando se expresa en especies
diferentes, es decir, en humano (HEK), ratédn (macréfago) y parasito (L. braziliensis) y que
ademas su expresién es diferente entre las especies de Leishmania. Si se consideran las
funciones que se han descrito para el canal CLC el cual se ha encontrado acoplado a la bomba
H+- ATPasa tipo P se ha inferido que en Leishmania esta proteina puede ayudar a mantener
electroneutralidad, debido a que disiparia el potencial de membrana generado por la
activacion de la bomba; ademas de mantener un gradiente electroquimico que favorezca la
entrada de nutrientes. También podria contribuir de manera significativa a ajustar el Vm en
el parasito para la toma de nutrientes y acumulacién de aminoacidos requeridos para el
proceso de osmoregulacion. Se ha sugerido, que en los amastigotes la expresion de co-
transportadores H+/Cl- podrian contribuir al flujo de salida de protones, aliviando los

cambios de pH y concentrando Cl- y otros iones importantes



4.Capitulo 4: Expresion de proteinas en
macrofagos infectados con L. amazonensis

El fenédmeno eléctrico descrito por nuestro grupo que caracteriza el impacto de la infecciéon
de Leishmania sobre las propiedades eléctricas de macroéfagos infectados, y el cambio en el
perfil de expresién de la proteina Kir2.1 entre macroéfagos no infectados e infectados,
muestran que la infecciéon tiene un perfil de proteinas diferente al del macréfago no
infectado. En este capitulo se estudia el cambio en el perfil de expresion de proteinas entre
un macréfagos no infectado e infectado con L. amazonensis mediante electroforesis en una

dimensiéon SDS-PAGE y electroforesis bidimensional (2DE; IEF-SDS PAGE).

4.1 Perfil de proteinas en una dimension (1D SDS-PAGE)

4.1.1 Expresion diferencial de proteinas en macrofagos J774A.1
infectados con L. amazonensis

Muchos estudios proteémicos centrados en la infecciéon por Leishmania han considerado una
serie de aspectos relacionados con la biologia del parasito incluyendo la diferenciacion del
parasito, los mecanismos de resistencia a los medicamentos y la identificaciéon de proteinas
inmunogénicas para el desarrollo de vacunas. Sin embargo, los eventos relacionados con la
interaccion Leishmania-hospedero han recibido poca consideracién (Menezes et al., 2013).
Por lo tanto, en esta parte del estudio el objetivo es realizar un primer acercamiento hacia la
caracterizacion de la interacciéon mediante la descripcién del cambio en el perfil de expresion
de proteinas de macréfagos J774A.1 después de 48 horas de infecciéon con L. amazonensis,
utilizando la electroforesis 1D SDS-PAGE como técnica clasica de separacién y analisis de

proteinas.
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Extractos de proteina soluble de macréfagos ]774A.1 NI y macréfagos ]774A.1 48 hpi con L.
amazonensis, fueron separados por electroforesis SDS-PAGE teniendo en cuenta las
siguientes condiciones experimentales: 1) diferentes porcentajes del gel separador 6%, 8% y
12%, 2) tratamiento de las muestras bajo condiciones desnaturalizantes - reduccion y 3)

igual cantidad de proteina en los pozos.

Los perfiles electroforéticos en la Figura 4-1, muestran que como era de esperarse
dependiendo del porcentaje del gel separador se obtienen diferentes perfiles de proteinas
para una misma muestra. En el gel separador la movilidad es restringida por el tamafio del
poro, el cual depende de la concentracién de mondmeros utilizada para preparar el gel. Asi, si
se requiere resolver componentes de alto PM, se utilizan geles entre 5% - 7,5%, mientras que
los geles de poro menor, ej. 15-20% son ttiles en la separacién de péptidos y proteinas
pequefias. Los geles de poro intermedio (10-12%) proveen una separacion adecuada para
proteinas de ~10-90KDa. Es importante mencionar que la introduccién de una proteina pura
de peso molecular conocido (en este caso albimina de suero bovino BSA) facilita la ubicacion
de las bandas del marcador, ya que estas corren de forma diferente dependiendo del

porcentaje del gel.

Para las muestras, el separador de 6% (Figura 4-1 A) resuelve mejor proteinas de peso
molecular alto, mientras que un gel separador de 12% (Figura 4-1 C) lo hace para proteinas
de peso molecular bajo. También se observa que seleccionar un porcentaje adecuado del gel
separador, permite visualizar para un rango de peso molecular de interés una mayor

cantidad de bandas de proteinas.

En las condiciones de separacion de este experimento las proteinas mas abundantes en los
extractos solubles se encuentran en la region de peso molecular comprendida entre 40-
110KDa, en la cual al comparar los perfiles electroforéticos entre macréfagos J774A.1 Nl y
macrdfagos J774A.1 48hpi se evidencian las siguientes caracteristicas: 1) en gran proporcién
hay bandas que se encuentran tanto en el macréfago NI como en el macréfago 48 hpi
(algunos ejemplos se sefialan con flechas negras en la Figura 4-1 D); 2) hay bandas que se
encuentran en el macréfago NI y no en el macréfago 48 hpi (un ejemplo se sefiala con una
flecha roja en la Figura 4-1 D); y viceversa (un ejemplo se sefiala con una flecha azul en la

Figura 4-1 D) y 3) hay bandas cuya intensidad cambia (algunos ejemplos se muestran en el
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recuadro negro en la Figura 4-1 D). Una de estas caracteristicas es muy notable en el gel
separador de 12% (Figura 4-1 C) en la regiéon de peso molecular comprendida entre 10 y 20

KDa, donde tres bandas sélo estan presentes en el macréfago NI.

Figura 4-1: Gel SDS-PAGE de los extractos de proteina soluble para macréfagos J774A.1 NI y
macrofagos |774A.1 48 hpi con L. amazonensis, en diferentes porcentajes de gel separador. A. Gel
separador 6%, B. Gel separador 8%, C. Gel separador 12%. D. Ampliacién de la region entre 40-60KDa
del gel separador 8%. MW (KDa). Marcador; 1. BSA 69 KDa; 4. Macréfago NI - tto. desnaturalizacion-
reduccion; 5. Macréfago 48 hpi tto. desnaturalizacién-reduccién. 5ug proteina/pozo.
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Las caracteristicas anteriores estan de acuerdo con lo esperado, ya que las dos muestras son
diferentes, ademas son evidencia experimental de que hay cambio en el perfil de proteinas

entre un macrdfago NI y un macrdéfago infectado con L. amazonensis.

A pesar de las diferencias encontradas en los extractos de proteina soluble, el siguiente

ensayo fue dirigido hacia la comparacién entre los extractos de proteina total del macré6fago
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J774A.1 NI y el macro6fago J774A.1 a diferentes tiempos de infeccién con L. amazonensis:
24hpi, 48hpi y 72hpi, porque en estos extractos se tiene mayor representacion proteinas de
bajo y alto peso molecular, en donde ademas de las citoplasmaticas es posible encontrar las
de membrana. Los extractos de las diferentes muestras fueron obtenidos siguiendo el
protocolo con buffer RIPA II (Anexo B -Protocolo 2). Los extractos obtenidos fueron
cuantificados y posteriormente separados en una electroforesis 1D SDS-PAGE cargando la

misma cantidad de proteina.

Es interesante notar que al comparar el perfil electroforético correspondiente al macréfago
NI con los perfiles electroforéticos del macrofago a diferentes tiempos de infeccién con L.
amazonensis hay un cambio en el perfil de las proteinas detectadas (Figura 4-2 A). El cambio
a simple vista mas notorio ocurre en la zona de proteinas de alto peso molecular, por encima
de 110KDa, donde se observa disminuciéon en la intensidad de muchas bandas que son
detectadas con una mayor intensidad en macréfagos NI y que sugiere disminuciéon de su

expresion.

Al comparar los perfiles electroforéticos entre el macréfago NI y el macrdéfago 48hpi
utilizando menor cantidad de proteina, para mejorar la resoluciéon de las bandas, se
evidencian tres caracteristicas: 1) los perfiles de proteinas son similares, en gran proporcién
hay bandas de proteinas que se encuentran tanto en el macroéfago NI como en el macréfago

48 hpi (algunos ejemplos se muestran en el recuadro ampliado sin flechas en la Figura 4-2 B);

2) hay bandas de proteinas que se encuentran en el macréfago NI y no en el macréfago 48 hpi
(un ejemplo se sefiala en el recuadro ampliado con una flecha roja en la Figura 4-2 B) y
viceversa (un ejemplo se sefiala en el recuadro ampliado con una flecha azul en la Figura 4-2

B) y 3) hay bandas de proteinas cuya intensidad aumenta o disminuye en el macréfago 48
hpi (algunos ejemplos se sefialan en el recuadro violeta ampliado con las flechas violeta en la

Figura 4-2 B).

Todas las anteriores caracteristicas estan relacionadas con cambios en el nivel de expresién
de las proteinas y por lo tanto, son evidencia experimental de la expresion diferencial de
proteinas entre un macrdfago NI y un macrdéfago infectado con L. amazonensis, en donde el
perfil de proteinas del macroéfago infectado podria estar representando la respuesta del

macrdfago y del parasito a la infeccién.
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Figura 4-2: Gel SDS-PAGE de los extractos de proteina total para macréfagos J774A.1 NI y macré6fagos
J774A.1 a diferentes tiempos de infeccion con L. amazonensis. Gel separador 10%. A. 40ug
proteina/pozo. B. 20ug proteina/pozo. MW (KDa). Marcador; 1. BSA 69KDa; 2. Macroéfago NI; 3.
Macréfago 24hpi; 4. Macréfago 48hpi; 5. Macréfago 72hpi.
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4.2 Perfil de proteinas en dos dimensiones (2DE-IPG-SDS-
PAGE)

4.2.1 Expresion diferencial de proteinas en macrofagos J774A.1
infectados con L. amazonensis

Los estudios a gran escala han sido fundamentales para la identificaciéon de nuevas funciones
y redes de genes o de proteinas y para lograr un entendimiento mas amplio de las respuestas
de las células y/u organismos a una variedad de estimulos. Adicionalmente, estos estudios
abren la posibilidad hacia la identificacién de nuevos blancos para vacunas y estrategias
terapéuticas. Cabe destacar, que entre las metodologias a gran escala, el andlisis de la
expresion de las proteinas es esencial, porque la identificacion de ARN mensajero utilizando
el andlisis de microarreglos no siempre se corresponde con los niveles de expresién de
proteinas. El analisis proteémico, es frecuentemente mas apropiado para el estudio de los
cambios en el perfil de expresion de genes correspondientes a una condicién particular,
como un estado de la enfermedad o la presencia de un patégeno en particular. (List et al,,

2008).

En el campo de la proteémica la electroforesis bidimensional (2DE) es una técnica
importante porque permite la separacion de cientos de proteinas simultineamente y es
ampliamente utilizada para el andlisis de mezclas complejas de proteinas extraidas de
células, tejidos u otras muestras biologicas. Esta técnica separa las proteinas de acuerdo con
dos propiedades independientes de las proteinas en dos pasos. En la primera dimension, el
isoelectroenfoque (IEF), las proteinas son separadas de acuerdo con su punto isoeléctrico
(pI) sobre un gel con gradiente inmovilizado de pH (tiras IPG) y en la segunda dimension, la
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), las proteinas son separadas de
acuerdo a su peso molecular (O’Farrell, 1975). Cada spot en el gel de dos dimensiones
corresponde a al menos una proteina. La técnica también es Unica en su capacidad para
detectar las modificaciones post-traduccionales, que no se pueden predecir a partir de la
secuencia del genoma. Sus aplicaciones incluyen el andlisis de proteomas, la diferenciacion
celular, la deteccién de marcadores de una enfermedad, el descubrimiento de drogas,

investigacion en cancer, entre otras.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la comparacion de los perfiles de proteinas
en una dimensidn, se decidié utilizar la electroforesis bidimensional (2DE) como
herramienta metodoldgica para generar los mapas protedmicos y realizar un mejor
acercamiento hacia la caracterizacion de la interacciéon mediante la descripcion del perfil de
expresion de proteinas de macréfagos ]774A.1 después de 48 horas de infeccién con L.
amazonensis. Este tiempo de infecciéon se seleccion6 por el volumen de la VP y su
comportamiento durante la purificacion, ademas de que estudios proteémicos posteriores en
el grupo se realizaran sobre la membrana de la vacuola parasitéfora formada después de este

tiempo de infeccién.

Los resultados de los experimentos aqui descritos fueron obtenidos bajo supervision del
Grupo de Investigacion en Hormonas dirigido por la Dr. Myriam Sanchez, departamento de
Quimica, Universidad Nacional - Sede Bogota dentro del marco del Proyecto Camacho M,
Sanchez M, Gomez MP, Stihmer W. (2010) “Estudios de la membrana de la vacuola
parasitéfora de Leishmania” (519-2010 Banco proyectos Salud - Nacional Colciencias,

222851928951, Codigo Hermes 13002).

Los extractos de proteina total para el macréfago J774A.1 NI y el macrofago J774A.1 48hpi
con L. amazonensis obtenidos con el buffer RIPA (Anexo B - Protocolo 2) fueron separados
por electroforesis bidimensional siguiendo el protocolo descrito en el Anexo C - Protocolo 2.
Inicialmente se utilizaron tiras IPG de pH 3-10 con el fin de obtener un panorama global de
los proteomas de las muestras. Las imagenes de los geles fueron obtenidas con el
documentador VersaDoc™ (BioRad). La Figura 4-3 muestra el perfil proteémico de las

muestras.

La metodologia descrita para llevar a cabo la separacién de las proteinas presentes en el
extracto total de las muestras genera mapas protedmicos con buena representacién y
resolucién de los spots de proteinas, porque pueden visualizarse puntos definidos los cuales
parecen estar concentrados en una region de pl (Figura 4-3). También se pueden observar
rayas horizontales (horizontal streaking) que acompafian algunos de los spots; esta
caracteristica es mas notoria en el mapa proteémico del macréfago J774A.1 en la regién de
pH basico (Figura 4-3 A). Las causas se atribuyen a sub-focalizaciéon por tiempo de enfoque

insuficiente, presencia de sustancias interferentes, impurezas o presencia de detergentes
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ionicos; si el detergente SDS es usado en la preparacién de la muestra su concentracion final
no debe exceder 0,25% después de la dilucion en el buffer de rehidratacion. Ademas, la
relacion detergente no i6nico (CHAPS) detergente idnico debe ser minimo 8:1 para asegurar

eliminacion completa de SDS de la proteina (2-D Electrophoresis GE Healthcare, 2004).

Figura 4-3: Geles 2D de los extractos de proteina total para macrofagos J774A.1 NI y macré6fagos
J774A.1 48hpi con L. amazonensis. A. Macréfago J774A.1 NI; B. Macréfago J774A.1 48hpi con L.
amazonensis. 200ug Proteina/tira. Tiras IPG de 7cm pH 3-10 y gel separador 10%.

3 pH 10

Aunque a primera vista la resolucion de la electroforesis 2D parece impresionante, esta no

representa la enorme diversidad de proteinas presentes en los proteomas de los eucariotas
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superiores, en donde las modificaciones post-traduccionales y el procesamiento de empalme
(splicing) diferencial del RNA, generan la expresion de un nimero mayor de proteinas que el
numero total de genes en sus genomas. Con muestras como los lisados totales de células, la
electroforesis 2D resuelve sélo un pequefio porcentaje de todo el proteoma cuando se
utilizan gradientes de pH de rango amplio (tiras IPGs 3-12). Se prefiere entonces, el uso de
tiras [PGs con rangos mas estrechos de pH (zoom en geles, por ejemplo, tiras IPGs 4-9, o 4-7)
y/o ampliar la distancia de separacion (tiras de hasta 24cm o incluso mas) para mejorar la
resolucidn, y en donde se reduzca la presencia de mas de una proteina por spot, se mejore el
analisis de la imagen, se logre la identificacién inequivoca de las proteinas y sea posible la
aplicacién de una mayor cantidad de proteina para la deteccion de componentes de menor

representacién en el proteoma (Gorg et al.,, 2004).

Por tanto dadas las diferencias en la expresion de las proteinas que se observan se decidi
ampliar la region de pH de 5 a 8. La comparacién manual permite observar cualitativamente
un comportamiento diferente en cuanto al perfil de expresién de proteinas entre las

muestras (Figura 4-4).

Para el isoelectroenfoque que se realizo en tiras IPG de 7cm, pH 5-8 (Bio-Rad), se mezclé un
volumen correspondiente a 600ug de proteina para cada una de las muestras con un
volumen de buffer de rehidratacién necesario para llegar a un volumen total de 375uL, con el
fin de realizar triplicado de las muestras sembrando 200ug de proteina/tira para cada unay
verificar la reproducibilidad del método. Se siguié en mismo protocolo descrito en el Anexo C
- Protocolo 2. Las imagenes de los 6 geles fueron obtenidas con el documentador VersaDoc™
(BioRad); para una mejor visualizacion de las imégenes dirigirse al CD adjunto a este

documento que las contiene en formato digital en la carpeta Imagenes 2D rango de pH 5-8.

La Figura 4-5 muestra el perfil protedmico de las muestras y sus réplicas, en donde se
observa un comportamiento similar del perfil de expresién entre replicas de una misma
muestra lo que indica reproducibilidad del protocolo seguido para la electroforesis
bidimensional. Se observa también buena resoluciéon en la separaciéon de las proteinas
porque pueden visualizarse como puntos definidos (spots). Con el fin de dirigir la lectura de
este analisis se hara referencia a las réplicas de las muestras con los nombre mostrados en la

parte inferior de cada gel en la Figura 4-5.
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Dentro del protocolo de la electroforesis bidimensional llevado a cabo en este estudio se
planteé inicialmente que la reproducibilidad del método iba a verse afectada por la segunda
dimension, principalmente en la corrida de los geles dentro de la cdmara, ya que se tenian
disponibles dos camaras cada una con capacidad de cuatro geles para las 6 muestras, por lo
que fue necesario correr 4 de ellas en una de las cdAmaras (macréfago 1 y 2 e infeccién 1 y 2
en la Figura 4-5) y 2 en la otra (macréfago 3 e infeccién 3 en la Figura 4-5). Como las
imagenes muestran un comportamiento similar del perfil de expresion entre las réplicas es

posible afirmar que esta variable experimental no afecté la reproducibilidad del método.

Figura 4-4: Comparaciéon manual entre los mapas proteémicos del macréfago J774A.1 y el macréfago
J774A.1 48hpi con L. amazonensis para la selecciéon del rango de pH. Los geles aqui utilizados son los
que se muestran en la Figura 4-3. En la parte derecha se muestra la ampliaciéon de dos regiones de la
cuadricula dibujada sobre cada uno de los geles. La barra por encima de estas regiones corresponde a
la divisién de la zona de pH 3-10 de la tira IPG utilizada, para ubicar las zonas correspondientes a los
valores de pH mostrados en la barra y que se encuentran dentro del rango.

Macrofago

Macrafago 48 hpi

Macrofago

Macrdfago 48 hpi

A pesar de la similaridad entre los perfiles de las réplicas, dos caracteristicas son notables al
observar los diferentes perfiles proteémicos, la primera se observa en las réplicas del
macrdéfago J774A.1, macréfago 1 y 2 muestran un diferencia clara en la intensidad de los
spots de proteinas sefialados con los recuadros rojos en la Figura 4-5, como los perfiles

corresponden a la misma muestra esta diferencia se atribuye a cantidad de proteina
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adicionada en los carriles de la cAmara de focalizacidn, que puede estar asociada a errores de
pipeteo por parte del experimentador. La segunda caracteristica se observa en las réplicas
del macréfago J774A.1 48hpi con L. amazonensis, la infeccién 2 muestra presencia de dos
spots de proteinas sefialados con los recuadros azules en la Figura 4-5 que no se evidencian

en las otras dos réplicas, y se atribuye a contaminacion presente en la camara de focalizacidn.

Figura 4-5: Geles 2D de los extractos de proteina total para macréfagos J774A.1 NI y macréfagos
J774A.1 48hpi con L. amazonensis en la regiéon ampliada de pH 5-8 y sus réplicas. A. Macréfago J774A.1
NI; B. Macrofago J774A.1 48hpi con L. amazonensis. 200ug Proteina/tira. Tiras IPG de 7cm pH 5-8 y gel
separador 10%.

5 pH 8 5 s 8 5 i 8

Infeccion 1 Ifcién 2 Infecciéon 3

El andlisis de las imagenes de los geles mostrados en la Figura 4-5 fue realizado en el
programa Melanie 7.0 (Swiss Institute of Bioinformatics). Este programa hace uso de un
sistema de jerarquias que permiten el emparejamiento y alineamiento entre imagenes de
muestras corridas bajo las mismas condiciones experimentales (réplicas técnicas) hasta
muestras bajo diferentes condiciones experimentales (diferente condicién bioldgica).
Inicialmente, las  imagenes fueron seleccionadas, cargadas al programa y asignadas al
proyecto llamado Leishmania-CIF. Dentro del proyecto, se establecieron las siguientes dos

jerarquias: cada réplica perteneciente a la misma muestra (réplica técnica para macrofagos
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J774A.1 NI o macrdéfagos J774A.1 48hpi con L. amazonensis) se asigné a la primera jerarquia
(la menor), mientras que la segunda jerarquia se asigné a la diferencia entre la condicion
biologica de las muestras (macréfagos J774A.1 no infectados e infectados). Estas jerarquias

se muestran en la Figura 4-6.

Figura 4-6: Jerarquias para el andlisis de imagenes en Melanie 7.0

= §7 Leishmania-CIF
- o, Match
= L@ Match

- D’D Macrélago
Macréfago 2
Macréfago 1

5 oy Infeccién

] Infeccidn 1
7 Infeccion 2
#Y Infeccién 3

# g} Classes

Posteriormente se detectaron los spots realizando modificacién de cada uno de los siguientes
parametros usados por el programa para este proceso: 1) Smooth, este valor fija el ndmero
de veces que el programa suaviza la imagen antes de detectarlos, y debe ser optimizado para
detectar todos los spots reales y dividir la mayor cantidad de spots superpuestos, evitando
ruido que se filtra con los siguientes parametros: 2) Saliency, este parametro se basa en la
curvatura del spots e indica que tanto se destaca de su ambiente. Los spots reales tienen
valores altos de este parametro mientras que artefactos y ruido de fondo tienen valores
bajos. Aunque este parametro filtra eficientemente spots, depende en gran medida de la
calidad de la imagen y 3) Area minima, después de establecer un valor adecuado para
Saliency y filtrar todos los spots ruido, ain puede haber ruido en el gel que no puede ser
eliminado sin suprimir spots reales, esto sucede a menudo con las particulas de polvo que se
componen de unos pocos pixeles muy oscuros. Estos artefactos pueden eliminarse mediante
el parametro de area minima. Se eliminan los spots que tienen un area menor que el limite

dado (expresado en numero de pixeles).

Inicialmente se determind el valor de Smooth, luego el Saliency y por ultimo el de area
minima, hasta encontrar la combinacién de valores que permitiera la detecciéon del mayor

numero de spots reales con el menor ruido de fondo. La Figura 4-7 muestra cémo la
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variacidn en el valor del Smooth y Saliency afectan la deteccién de spots, mientras los demas

parémetros permanecen constantes.

Figura 4-7: Efecto de la variacion en el valor de los parametros usados por el programa para la
deteccion de spots. La misma imagen. A. Variacion del Smooth: a. Smooth 2; b. Smooth 5; c. Smooth 9,
los otros dos parametros permanecen fijo (Saliency 1, Area minima 5). B. Variacién de Saliency: a.
Saliency 20; b. Saliency 80; c. Saliency 120, los otros dos parametros permanecen fijo (Smooth 5, Area
minima 5).

Los valores seleccionados para los parametros de deteccion de spots fueron: Smooth 5,
Saliency 80 y area minima 5. Después de la deteccion automatica de spots fue necesario hacer
una revisiéon manual para eliminar spots ruido remanentes, como los detectados en los
bordes de los geles o burbujas que quedaron en el momento de adquirir la imagen con el
documentador. En la Tabla 4-1 se muestra la cantidad de spots detectados para cada una de

las réplicas de las muestras.
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Tabla 4-1: Cantidad de spots detectados en las imagenes de las réplicas de las muestras. Pardmetros
de deteccidon Smooth 5, Saliency 80 y area minima 5.

Imagen ‘ Cantidad de spots detectados
Macrofago 2 211
Macrofago 1 199
Infeccién 1 179
Infeccién 2 182
Infeccién 3 172

Antes de continuar con el proceso del emparejamiento de imagenes, fueron seleccionados
dos spots como marca (landmark; sefialados en la Figura 4-8 con el nimero 1 y 2 dentro de
recuadros verdes). Estos spots deben ser puntos pequefios, intensos y encontrarse en zonas
que no presenten distorsion en la separacidn, y deben estar presentes en todas las imagenes
para facilitar el emparejamiento de imagenes entre réplicas. Ademas, se selecciond la imagen
de referencia para cada grupo de muestras, el macrofago 2 para las réplicas del macréfago y
la infecciébn 1 para las réplicas de la infeccién. La imagen de referencia para el
emparejamiento debe tener spots bien separados, no presentar distorsiones en el gel, pocas
rayas y la mayor cantidad de spots reales detectados. Estas caracteristicas sobresalen en las
réplicas seleccionadas como imagenes de referencia (ver Figura 4-5 y Tabla 4-1). El
algoritmo de emparejamiento siempre comienza desde la imagen de referencia y mira para

cada spot en esta referencia si el spot correspondiente se encuentra en las otras imagenes.

Teniendo todos los parametros anteriores establecidos para todas las imagenes, se realiz6 el
emparejamiento (match) automatico en cada una de las dos jerarquias, que requirié curacion
manual del mismo utilizando las herramientas del programa. La Figura 4-8 muestra un
ejemplo del efecto de la curacion manual sobre el emparejamiento automatico para las

réplicas de la infeccidn y la Tabla 4-2 el resultado final del mismo.

Una vez realizado el emparejamiento de imagenes en cada una de las dos jerarquias del
proyecto se dio paso al andlisis de datos. El andlisis de datos para estudiar variaciones en la
expresion de proteinas entre una serie de geles puede realizarse en dos niveles: 1) Analisis
de geles, en el cual se estudian los cambios de expresion de proteinas dentro de un set de
geles sin tener en cuenta las poblaciones y 2) Analisis de clases, para encontrar cambios
significativos en la expresién de proteinas entre poblaciones de geles (clases). En el andlisis

de datos se compara un valor cuantitativo que caracteriza un spot entre geles, el cual puede
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ser de intensidad, area, volumen o volumen relativo (%Vol). Para este andlisis fue
seleccionado el %Vol porque es un valor normalizado que se mantiene relativamente

independiente de las variaciones debidas a la carga de proteina o el método de tincién al

considerar el volumen total sobre todos los spots de la imagen.

Figura 4-8: Efecto de la curacion en el emparejamiento automatico de las réplicas para la infeccién. A.
Emparejamiento automatico de replicas; B. Emparejamiento de replicas después de la curacion
manual. El color verde indica los spots que fueron apareados mientras el color rojo indica los spots que

no.

B.

caewas

Tabla 4-2: Resultado final del emparejamiento entre imagenes de réplicas

Grupo ‘ Imagen % Spots apareados ‘
i Macréfago 2 86
Macroéfago -
Macroéfago 1 100
Infeccién 1 99
Infeccién Infeccién 2 97
Infeccidén 3 94
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Para el andlisis de geles del emparejamiento de la segunda jerarquia (diferente condicién
biolégica) se usé el Andlisis Factorial, una de las herramientas estadisticas que proporciona
el programa. La herramienta de analisis factorial se utiliza para examinar las interrelaciones
entre un gran ndmero de variables (es decir, los valores de un spot para una serie de geles) y
para explicar estas relaciones (por ejemplo, poblaciones de geles) en términos de factores
subyacentes comunes (0 asociaciones con modelos especificos de spots), en otras palabras,

determinar la correlacidn de las imagenes analizadas.

En la grafica del analisis factorial (Figura 4-9) se observa que los geles pertenecientes a cada
grupo se encuentran alejados entre si, es decir, mostrando una estratificacién entre el grupo
macrdfago y el grupo infeccion, lo que evidencia que el perfil proteémico entre los dos grupos
es estadisticamente diferente. Por otro lado, la grafica muestra que los geles pertenecientes a
cada grupo se encuentran agrupados mostrando que representan una misma poblacidn;
también se observa que son muy préximos entre si, lo que da certeza sobre la
reproducibilidad del método porque el agrupamiento de las réplicas demuestra que
presentan un comportamiento similar. Esto se ratifica con los resultados mostrados en la
Tabla 4-2, porque las imagenes pertenecientes a una mismo grupo muestran una alta
correlacion entre ellas (285% de emparejamiento entre réplicas). Queda en evidencia que el
analisis de datos permitié la verificacion de la reproducibilidad del método utilizando

herramientas estadisticas, apoyando la comparacion cualitativa previa.

Teniendo certeza de la reproducibilidad del método y de la presencia de dos grupos cuyo
perfil proteémico es estadisticamente diferente, se dio paso finalmente al analisis de clases,
para encontrar cambios estadisticamente significativos en la expresidn de proteinas entre las
poblaciones de geles (clases). Las clases establecidas fueron dos: clase macroéfago y clase
infeccion. El resultado del andlisis de clases de geles se muestra en forma de tabla en el Anexo
D. Con el objetivo de revisar los spots de proteinas mas interesantes se uso el test estadistico,
Anidlisis de varianza (ANOVA por sus siglas en ingles). La prueba paramétrica Andlisis de
varianza de una via, evalia la probabilidad de que las diferencias observadas entre dos
muestras se deban al azar, se seleccionaron aquellos spots cuyo valor de p fuera inferior a

0,05. Estos resultados se muestran resaltados con color en gris en la tabla del Anexo D.
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Figura 4-9: Grafica del analisis factorial realizado al emparejamiento de la segunda jerarquia. La
segunda jerarquia se asign6 a la diferencia entre la condicién biolégica de las muestras, es decir,
macrofagos J774A.1 no infectados y macréfagos J774A.1 infectados.

Infaccidn 1

I chonrfl'egcién 3

Ay

Figura 4-10: Representacion en diagrama del emparejamiento entre de las dos clases.

& Sin Expresion diferencial significativa

B Expresidn diferencial significativa

® Expresion dnica en el macrdfago
® Expresidn unica en la infeccion

® Expresicn en las dos clases

H Expresidn aumentada en el macrdfago

@ Expresion disminuida en el macrdfago
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La cantidad de datos seleccionados con el test estadistico indican que se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el 58% de los spots pareados (272 grupos en
total) en el emparejamiento de la segunda jerarquia. Estas diferencias estan relacionadas en
mayor proporcion con la expresion Unica de spots en alguna de las dos clases, 34,2% en el
macroéfago y 16,9% en la infeccion; y con cambios cuantitativos en el nivel de expresion de
los spots compartidos por las dos clases, 6,6%. En estos cambios cuantitativos se encuentra
que el 2,6% corresponde a spots cuyo nivel de expresiéon aumenta en el macréfago, mientras
que el 4,0% restante son spots cuyo nivel de expresion disminuye en el macréfago. La Figura

4-10 muestra en diagrama esta la relacion entre los spots pareados en las clases.

Algunos ejemplos de spots compartidos entre las clases y con expresidon diferencial se

muestran en la Figura 4-11.

Figura 4-11: Ejemplos de spots con expresion diferencial entre el grupo macréfago y el grupo
infeccién. A. Match ID 15 (ANOVA 0,0301); B. Match ID 47 (ANOVA 0,0000134). En las imagenes, el
color verde indica los spots que fueron apareados entre los dos grupos, se muestra también una vista
3D del spot para una mejor visualizacidn de las diferencias de expresion.

Macréfago
Infeccion
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Macréfago
Infeccion

Las diferencias mostradas anteriormente corresponden a cambios cuantitativos en los
niveles de expresion de los spots que fueron apareados entre los dos grupos de muestras, sin
embargo los perfiles proteémicos también permiten evidenciar spots que se encuentran en el
macrdéfago no infectado pero no en infectados (un ejemplo se muestra en la Figura 4-12 Ay C

y viceversa (un ejemplo se muestra en la Figura 4-12 A, By C)

Los spots resaltados en la tabla del Anexo D se proponen como spots de proteinas
interesantes para su identificacion por espectrometria de masas en un estudio protedmico
posterior del modelo, con el objetivo de establecer relacién entre ellas y su posible papel en

la interaccion.

Todas las comparaciones anteriores se corresponden con las caracteristicas mencionadas en
las comparaciones de los perfiles de proteinas de macr6fagos y macréfagos 48hpi realizadas
en una dimensidn. Por lo tanto, este estudio deja evidencia experimental de la diferencia en
los proteomas del macréfago J774A.1 NI y el macréfago infectado con L. amazonensis, en
donde las proteinas con expresion diferencial podrian estar representando la respuesta del

macraéfago y del parasito a la infeccion.
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Figura 4-12: Ejemplos de spots expresados selectivamente en alguno de los dos grupos. En las
imagenes, el color verde indica los spots que fueron apareados entre los dos grupos, el color rojo indica
spots que se expresaron selectivamente en el grupo infeccién y en blanco spots que se expresaron
selectivamente en el grupo macrofago.

Infeccion

Infeccion
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Macréfago

Infeccion
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Menezes et al,, 2013 reporta el primer estudio en el cual se evalda la respuesta del macréfago
a la infeccién por Leishmania empleando un andlisis protedmico a gran escala. Utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tidndem (LC-MS/MS) los
niveles de expresion de proteinas en cultivos de macréfagos de raton CBA no infectados e
infectados después de 6 y 24 horas con L. major y L. amazonensis fueron evaluados.
Basandose en los resultados obtenidos del analisis proteémico, se utilizé un analisis de redes
bioldgicas para evaluar las distintas respuestas observadas en la infeccién de macro6fagos
CBA con las dos especies de Leishmania. Estos modelos de red revelaron que las proteinas
con niveles elevados de expresion diferencial en macrofagos CBA pertenecen a una red
bioldgica relacionada con el desarrollo celular y el metabolismo celular y podrian jugar un

papel fundamental en la determinacién del curso de la infeccidn.

Sobre analisis proteémicos de expresion diferencial en macrofagos J774A.1 existen dos
reportes en los cuales se evalda la respuesta proteémica de esta linea celular de macroéfagos
de ratén después al tratamiento con la toxina letal de Bacillus anthracis, agente etioldgico del
antrax: Chandra et al., 2005, utilizando electroforesis 2D y espectrometria de masas (MS-
MALDI-TOF) revela expresion diferencial de proteinas involucradas con la respuesta a stress
y la generacidon de energia, las cuales juegan un papel importante en la muerte celular de
macro6fagos mediada por la toxina. Posteriormente, Sapra et al., 2006, utilizando dos lineas
celulares de macréfagos de ratéon (J774A.1 y RAW264.7) y electroforesis diferencial en gel

(DIGE) acoplada a nanoLC-MS, identifica un set de proteinas también involucradas con el
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metabolismo energético y la respuesta al estrés, y ademas con la estructura del citoesqueleto,

sugiriendo su uso potencial como biomarcadores para diagnéstico y terapia.

Este es el primer estudio en el cual se revela la expresién diferencial de proteinas en
macrdfagos J774A.1 infectados con Leishmania amazonensis utilizando electroforesis
bidimensional. A futuro se requiere entonces la identificacién de los spots de proteinas
propuestos por espectrometria de masas para iniciar la comprensién del impacto de la

infeccion sobre la funcién del macroéfago.



5.Conclusiones y Perspectivas

5.1 Conclusiones

Se establecieron los protocolos para la obtencién de extractos de proteina total y extractos
enriquecidos con proteinas de membrana para macréfagos J774A.1 y promastigotes de

Leishmania.

Se logro la identificacion de las proteinas Kir2.1, Kv1l.5 y CLC3 en macréfagos J774A.1,
canales idnicos cuya funciéon ha sido registrada por electrofisiologia. No se observaron
diferencias en el nivel de expresiéon de Kir2.1 asociadas a adherencia del macréfago en
cultivo. En contraste se detecté disminucion en su nivel de expresién 24, 48 y 72 horas post-
infeccion con L. amazonensis. Esta disminucién del nivel de expresion de Kir2.1, permitio
proponer un mecanismo para explicar los cambios del potencial de membrana previamente

reportados por estudios de electrofisiologia.

Se evidenci6 que la membrana del fagosoma formada al fagocitar perlas de latex de 3um por

macrofagos J774A.1 es una mezcla de endomembranas.

Se sugiere que la proteina Kir2.1 podria provenir de la membrana del macroéfago, ademas de

que podria contribuir con la corriente cationica registrada por electrofisiologia en la MVP.

Se logro la identificacion de una proteina CLC en promastigotes de Leishmania, cuya

expresion es diferente entre las especies L. amazonensis y L. braziliensis.

Se realiz6 un primer acercamiento a la caracterizaciéon proteémica del modelo Leishmania-
Macroéfago en el cual se revela la expresion diferencial de proteinas en macroéfagos J774A.1

infectados con L. amazonensis.
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5.2 Perspectivas

Evaluar el nivel de expresion de las proteinas Kv1.3 y Kv1.5, responsables por las corrientes

de salida de K+ (K* Iou;) en macrofagos J774A.1 después de la infeccién con L. amazonensis.

Realizar la identificacién de los spots de proteinas resaltados en tabla del Anexo D por

espectrometria de masas, para establecer su papel en la interaccién Leishmania-Macroéfago.



A. Anexo: Cultivos

Cultivo celular

La linea celular de macrdéfagos peritoneales de ratén J774A.1 fue obtenida del European Cell
line and Hybridoma Bank Collection (EECACC No. 91051511) y la ATTC (TIB-67). Las células
fueron mantenidas en monocapa en frascos de 25 cm? a 37°C y 5% CO, empleando medio
RPMI 1640 (SIGMA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Invitrogen).

Cultivo de parasitos

Se cultivaron parasitos de la especie L. amazonensis y L. braziliensis (FLA/BR/67/PH8 y
HOM/BR/75/M2903, respectivamente) en su estadio promastigotes, donados por la Dra.
Nancy Gore Saravia (CIDEIM, Cali, Colombia), en frascos de 25cm2 a 24°C en medio Schneider
(Sigma) suplementado con 10% de FBS (Nifio & Camacho, 2005). Los parasitos se cultivaron
hasta alcanzar su fase estacionaria (formacion de rosetas e infectividad eficiente) y se
concentraron para la infeccion o se diluyeron para mantener el cultivo.

Infeccion de macroéfagos con L. amazonensis y fagocitosis de perlas de latex

Cultivos celulares de macrofagos J774A.1 con un 80% de confluencia en la botella fueron
expuestos a promastigotes de L. amazonensis en fase estacionaria o perlas de latex de 3um
diluidas previamente en medio sin suero, en una proporcién 1:10 (células:parasitos/perlas)
durante 4 horas a 37°C, 5% CO.. El excedente de parasitos no infectantes o perlas de latex fue
retirado con tres lavados usando RPMI libre de suero. Los cultivos fueron mantenidos a 37°C
y 5% CO; hasta 24, 48 y 72 horas post-infeccién (hpi), para su posterior recoleccion.






B. Anexo: Protocolos para obtencion de
extractos de proteina

Protocolo 1: Extracto de proteina soluble de macréfagos NI y macréfagos 48hpi

Células cultivadas en un frasco de 75cm? con medio o inoculadas con los parasitos a 48 hpi
fueron recolectadas con policia y centrifugacién a 1200 rpm por 5 min. Luego, las células se
lavaron 3 veces con PBS frio y el extracto fue obtenido siguiendo las instrucciones del kit
comercial M-PER® Mammalian Protein Extraction Reagent suplementado con inhibidores de
proteasas (IP, cOmplete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack Protease Inhibitor
Cocktail, Roche). La concentracién de proteina fue determinada utilizando el kit comercial
Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific).

Protocolo 2: Extracto de proteina total de macroéfagos NI

Células cultivadas en un frasco de 75cm? con medio fueron recolectadas con policia y
centrifugacién a 1200 rpm por 5 min. Luego, las células se lavaron 3 veces con PBS frio y se
sometieron a tres procedimientos de lisis:

1) Buffer de carga 1X (30mM Tris-HCI pH 6,8, 5% Glicerol, 5,5% B-mercaptoetanol, 2%SDS y
0,01%Azul de bromofenol), el pellet de células fue re-suspendido en el buffer de carga 1X
denaturante, la mezcla fue calentada a 92°C por 5 min y el sobrenadante recolectado por
centrifugacién a 13000rpm por 15 min.

2)RIPA I (50mM Tris-HCl pH 7,4, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 0,5%Triton X-100)
suplementado con IP, el pellet de células fue lisado con el buffer de lisis RIPA I por 30 min
a temperatura ambiente. El sobrenadante fue recolectado por centrifugacién a 13000rpm
por 15 min a 4°C. La concentracion de proteina fue determinada utilizando el kit
comercial Pierce® BCA Protein Assay Kit.

3) RIPA II (50mM Tris-HCI pH 7,4, 300mM NacCl, 5mM EDTA, 1%Tritén X-100) suplementado
con IP, las células fueron lisadas con el buffer de lisis RIPA Il por 30 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue recolectado por centrifugacién a 13000rpm por 15 min a
4°C. La concentracion de proteina fue determinada utilizando el kit comercial Pierce® BCA
Protein Assay Kit.
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Protocolo 3: Extracto enriquecido con proteinas de membrana para el macroéfago NI

Células cultivadas en una caja de 75 cm? con medio fueron recolectadas con policia y
centrifugacion a 1200 rpm por 5 min. Luego, las células se lavaron 3 veces con PBS frio. Dos
procedimientos de lisis y enriquecimiento de proteinas de membrana se ensayaron,
utilizando buffers suplementados con IP:

1) Fraccionamiento diferencial de detergente, las proteinas de membrana fueron extraidas
siguiendo el procedimiento descrito por Ramsby & Makowski 1999, brevemente un pellet
de células fue lisado con el buffer de extraccion Digitonina (0,015%, pH 6,8) e incubadas
en hielo por 10 min con agitacién constante. Después de centrifugar a 480xg por 5min, el
pellet fue re-suspendido en buffer de extraccion Tritén X-100 (0,5%, pH 7,4) e incubado
por 30 min con agitacién constante. El sobrenadante fue recolectado por centrifugacién a
5000xg por 10 min. Las proteinas del sobrenadante fueron precipitadas con TCA y
solubilizadas en SDS 5%.

2) Mem-PER Kit, las proteinas de membrana fueron extraidas con el kit comercial Mem-PER®
Eukaryotic Membrane Protein Extraction Reagent Kit (Thermo Scientific) siguiendo las
instrucciones del comerciante. Las proteinas de membrana aisladas en la fraccién
hidrofébica fueron sometidas a diferentes procedimientos de precipitaciéon vy
solubilizaciéon de proteinas: Fenol/acetona Triton X-100 0,5% (Lab. Hormonas),
Acetona/Reactivo B (1:4) con Tritén X-100 0,5%, TCA-buffer de carga (Thermo Scientific
Tech Tip #8) y Metanol/cloroformo-buffer de carga (Wessel & Fliigge, 1984, Hongsachart
etal.,, 2008).

Protocolo 4: Extracto de proteina total para promastigotes de L. amazonensis

Cultivos de 1x107 parasitos en estadio promastigote fueron recolectados por centrifugacion a
2500rpm por 10 min. Luego, los paréasitos se lavaron 3 veces con PBS frio y se sometieron a
siete procedimientos de lisis, utilizando buffers suplementados con IP:

1) Buffer de carga 1X (30mM Tris-HCI pH 6,8, 5% Glicerol, 5,5% B-mercaptoetanol, 2%SDS y
0,01%Azul de bromofenol), los parasitos fueron re-suspendidos en el buffer de carga 1X
denaturante, la mezcla fue calentada a 92°C por 10 min y el sobrenadante recolectado por
centrifugacién a 14000rpm por 20 min.

2) Buffer de Lisis I (7M trea, 2M tiourea y 4% CHAPS) los parasitos fueron re-suspendidos
en el buffer Lisis I e incubados 30 min en hielo y 10 min en ebullicién. El sobrenadante
recolectado por centrifugacion a 14000rpm por 20 min a 4°C, fue sometido al
procedimiento descrito por Krieg et al., 2005.

3) Buffer de Lisis II (7M trea, 2M tioturea y 4% CHAPS), los parasitos fueron re-suspendidos
en el buffer de Lisis Il e incubados 2h con vortex. El sobrenadante recolectado por
centrifugacién a 14000rpm por 20 min a 4°C, fue sometido al procedimiento descrito por
Krieg et al., 2005.
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4) Buffer RIPA I (50mM Tris-HCl pH 7,4, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 0,5% Triton X-100), los
parasitos fueron lisados con el buffer de lisis RIPA I por 30 min a temperatura ambiente.
El sobrenadante fue recolectado por centrifugaciéon a 14000rpm por 20 min a 4°C.

5) Buffer RIPA I-sonicacién, después de incubar los parasitos durante 30 min con el buffer
RIPA I, fueron sometidos a ruptura celular por sonicacién en hielo utilizando pulsos de
amplitud de 20% durante 30s con pausas de un minuto entre pulsos. El sobrenadante fue
recolectado por centrifugaciéon a 14000rpm por 20 min a 4°C.

6) PBS hipoténico-Triton X-100 (13,6mM NaCl, 0,27mM KCl, 0,4mM Na,HPO4 0,15mM
KH2P04, 1% Tritén X-100), los parasitos fue lisados con el PBS hipoténico-triton X-100 y
choque térmico mediante 10 ciclos de congelamiento en N liquido y descongelamiento a
37°C (adaptacién de Cuervo et al., 2007). El sobrenadante fue recolectado por
centrifugacién a 14000rpm por 20 min.

7) Buffer RIPA II (50mM Tris-HCI pH 7,4, 300mM NaCl, 5mM EDTA, 1% Tritén X-100), los
parasitos fueron lisados con el buffer de lisis RIPA por 30 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante fue recolectado por centrifugacién a 14000rpm por 20 min a 4°C.

Protocolo 5: Extracto enriquecido con proteinas para promastigotes de L. amazonensis

Cultivo de 1x107 parasitos en estadio promastigote fueron recolectados por centrifugacion a
2500 rpm por 10 min, luego los parasitos fueron lavados 3 veces con PBS frio. Tres
procedimientos de lisis y enriquecimiento de proteinas de membrana fueron ensayados,
utilizando diferentes buffers que fueron suplementados con IP:

1) Fraccionamiento diferencial de detergente, las proteinas de membrana fueron extraidas
siguiendo una modificacion del procedimiento descrito por Ramsby & Makowski 1999,
brevemente un pellet de parasitos fue lisado con PBS hipoténico (13,6mM NacCl, 0,27mM
KCl, 0,4mM Na;HPOQ4, 0,15mM KH;PO4) y choque térmico mediante congelamiento en N
liquido y descongelamiento a 37°C durante 10 veces. El pellet obtenido después de
centrifugar a 13000rpm por 15 min, fue re-suspendido en buffer digitonina pH 6,8 e
incubado en hielo por 10 min con agitacién constante. Después de centrifugar a 480xg por
5min, el pellet fue re-suspendido en buffer Tritén X-100 e incubado por 30 min con
agitacidon constante. El sobrenadante obtenido al centrifugar a 5000xg por 10 min fue
sometido a precipitacién con TCA y el pellet se solubilizé en SDS 5% (Thermo Scientific
Tech Tip #8).

2) Mem-PER Kit, las proteinas de membrana fueron extraidas siguiendo una modificacién de
las instrucciones del kit comercial Mem-PER® Eukaryotic Membrane Protein Extraction
Reagent Kit (Thermo Scientific). La modificacién incluye el siguiente paso previo: el pellet
de parasitos fue lisado con PBS hipoténico y choque térmico mediante congelamiento en
N> liquido y descongelamiento a 37°C durante 10 veces. Con el pellet obtenido después de
centrifugar a 13000rpm por 15min se sigui6 el procedimiento descrito por el comerciante.
Las proteinas de membrana aisladas en la fraccion hidrofébica fueron sometidas a
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precipitaciéon con Metanol/cloroformo (Wessel & Fliigge, 1984, Hongsachart, 2008) y dos
procedimientos de solubilizacién: buffer de carga y SDS 4% en Tris-HCI pH 8,0 (Shui et al,,
2008).

3) Mem-PER Kit, las proteinas de membrana fueron extraidas siguiendo una modificacién de
las instrucciones del kit comercial Mem-PER® Eukaryotic Membrane Protein Extraction
Reagent Kit (Thermo Scientific). La modificacion incluye el siguiente paso previo: el pellet
de parasitos fue lisado con el Buffer RIPA II (50mM Tris-HCl pH 7,4, 300mM NaCl, 5mM
EDTA, 1% Tritén X-100) por 30 min a temperatura ambiente. Con el pellet obtenido
después de centrifugar a 14000rpm por 20 min a 4°C se siguid el procedimiento descrito
por el comerciante. Las proteinas de membrana aisladas en la fracciéon hidrofébica fueron
sometidas a precipitaciéon con Metanol/cloroformo (Wessel & Fliigge, 1984, Hongsachart,
2008) y solubilizadas en el buffer de carga 1X.

Protocolo 6: Aislamiento de fagosomas LBPs (latex-bead-containing phagosomes) y
obtencidén de un extracto de proteina total

El aislamiento de los fagosomas LBPs se realiz6 por dos procedimientos:

1) Metodologia descrita por Shui et al. 2008 (Desjardins et al. 1994, Wetzel and Korn, 1969):
después de 48 horas de la internalizacién de las perlas de latex, los macréfagos fueron
lavados con PBS frio y recolectadas con policia. Posteriormente las células fueron lavadas
con el buffer de homogenizaciéon (250mM sacarosa, 3mM Imidazol, pH 7,4, suplementado
con PI) durante 5 minutos a 4°C. Las células recolectadas por centrifugacion, fueron
resuspendidas en 1mL de buffer de homogenizacién para someterlas a ruptura mecanica
utilizando el homogenizador Dounce a 4°C. Para remover las células intactas, la
suspension se centrifugé a 1200rpm por 5 minutos a 4°C y el sobrenadante el cual
contiene los fagosomas LBPs, fue recuperado. Los fagosomas LBPs fueron aislados por
flotaciéon en un gradiente de sacarosa (todas las soluciones de sacarosa se prepararon
%V/V en 3mM de imidazol, pH 7,4) como se describe: A 1mL del sobrenadante
recuperado se le adiciondé 1mL de una soluciéon de sacarosa del 62%, resultado en una
mezcla con un 40% de sacarosa. Esta solucién del 40% fue puesta sobre un colchén de
sacarosa del 62%, luego fueron adicionados 2mL de una solucién de sacarosa al 35%, 25%
y 10%, las diferentes soluciones fueron adicionadas sucesivamente evitando la mezcla
entre ellas. Una vez formado el gradiente de sacarosa, este fue sometido a
ultracentrifugacién (Beckman X1-90 Ultracentrifuge Rotor SW41Ti) a 100000xg durante 1
hora a 4°C. Después de monitorear con microscopia de luz las diferentes interfaces, una
franja de fagosomas LBPs fue aislada de la interface entre 10 y 25% de sacarosa y re-
suspendida en 12mL de PBS frio suplementado con IP. Los fagosomas LBPs fueron
colectados por centrifugacién a 40000xg durante 15 minutos a 4°C. El pellet de fagosomas
LBPs fue solubilizado en el buffer 4% SDS en 50mM Tris-HCI pH 8,0, por vortex en un
agitador Eppendorf a 1400rpm por 1 hora a 20°C, para la extraccién de proteina total. El
sobrenadante obtenido después de centrifugar la mezcla a 14000rpm durante 15 min a
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4°C, que corresponde al extracto de proteina total de los fagosomas LBPs fue cuantificado
y sometido a ensayos de western blot.

2) Metodologia descrita por Chakraborty et al. 1994: después de 48 horas de la
internalizacion de las perlas de latex, las células fueron recolectadas de la caja de cultivo
con policia en 2,5mL del buffer de lisis (20mM HEPES, 0,5mM EGTA, 0,25M sacarosa,
0,1% gelatina, pH 7,0) suplementado con IP. Una vez en el medio de lisis, las células
fueron sometidas a ruptura mecanica pasandolas a través de una jeringa con aguja
calibre 23G en un tubo Falcon de 15 ml (5-20 veces) y sobre hielo. El procedimiento
se controld por microscopia de luz hasta lograr el 90% de lisis celular. Para
remover células intactas del homogenizado, la suspension se diluyd a 5ml adicionando
buffer de lisis y se centrifug6 a 200xg por 10 minutos a 4°C. Los fagosomas presentes en
el sobrenadante se aislaron por flotacién en un gradiente de sacarosa, como se describe: el
sobrenadante fue puesto sobre un gradiente de sacarosa que tenfa un colchén inferior de
60% de sacarosa, mas colchones de 2ml de sacarosa al 40% y 20% todos preparados en
una soluciéon de HEPES salino (30mM HEPES, 100mM NaCl, 0,5mM CaCl,, 0,5mM MgCl,,
pH 7,0). Este gradiente se centrifugd a 700xg por 25 minutos a 4°C. Después de
monitorear con microscopia de luz las diferentes interfaces, una franja de fagosomas LBPs
fue aislada de la interface entre 8 y 20% de sacarosa y recolectada por centrifugacion a
12000xg durante 25 minutos. El pellet de fagosomas LBPs fue solubilizado en el buffer 4%
SDS en 50mM Tris-HCI pH 8,0 por vortex en un agitador Eppendorf a 1400rpm por 1 hora
a 20°C, para la extraccion de proteina total. El sobrenadante obtenido después de
centrifugar la mezcla a 14000rpm durante 15 min a 4°C, que corresponde al extracto de
proteina total de los fagosomas LBPs fue cuantificado y sometido a ensayos de western
blot.






C. Anexo: Protocolos para separacion y
analisis de proteinas

Protocolo 1: Electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio (1D-SDS-PAGE)

Los extractos de proteina total y los extractos enriquecidos en proteinas de membrana para
macrofagos NI, macroéfagos infectados y promastigotes de L. amazonensis o L. braziliensis
fueron sometidos a electroforesis SDS-PAGE en la cAmara Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-
Rad). La preparacion de la muestra se realizé mezclando un volumen del extracto o pellet de
proteinas con el buffer de carga 1X denaturante (30mM Tris-HCl pH 6,8, 5% Glicerol, 5,5% [3-
mercaptoetanol, 2%SDS y 0,01%Azul de bromofenol) y posterior calentamiento de la mezcla
a 92°C por 5 min. Los extractos fueron corridos en el sistema de 2 geles de poliacrilamida,
concentrador y separador, y resueltos en el buffer de corrida (25mM Tris-base, 192mM
Glicina y 0,1% SDS). La electroforesis se someti6 inicialmente a 80V durante 30 min y luego a
150V. La visualizacién de las bandas se realizd6 mediante tincién del gel en solucion de Azul
de Coomassie.

Protocolo 2: Electroforesis bidimensional IPG-SDS-PAGE (2DE)
POE-P 1; POE-PII 2 y POE-PII 3 del Grupo de Investigacion en Hormonas, Universidad
Nacional de Colombia - Sede Bogota, Departamento de Quimica

De los extractos de proteina total para macroéfagos J774A.1 y macroéfagos J774A.1 48 hpi con
L. amazonensis se precipitaron 2mg de proteina con Metanol-cloroformo, el pellet de proteina
obtenido se disolvié en 300pL del buffer de solubilizacién IEF (Urea 7M, tiotrea 2M, CHAPS
4%, anfolitos 0,2% BioLyte (Bio-Rad) y DTT 40mM) y los extractos obtenidos fueron
cuantificados por determinacién de proteinas en membrana de nitrocelulosa utilizando el
reactivo Amidoblack 0,1%. El isoelectroenfoque se realiz6 en tiras IPG de 7cm, pH 3-10 No
lineal (Bio-Rad) usando el dispositivo PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad) en dos pasos: 1)
rehidratacion pasiva de las tiras IPG secas, un volumen correspondiente a 200pg de proteina
se mezcld con un volumen de buffer de rehidratacién (Urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 2%,
anfolitos 0,2% BioLyte (Bio-Rad), DTT 40mM, azul de bromofenol 0,02%) necesario para
llegar a un volumen total de rehidratacién de 125ul. La mezcla fue homogenizada y se
centrifugd a 5000xg durante 1 minuto antes de aplicar a la tira. La muestra se sembré en un
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carril de la cAmara de focalizacién, se puso en contacto con el gel de la tira y se dio inicio al
siguiente programa de isoelectroenfoque:

Voltaje (V) Tiempo (horas) Observaciones

0 2 Rehidratacion pasiva

50 11 Rehidratacion activa
200 1 Rampa rapida
500 1 Rampa rapida
1000 1 Rampa rapida
2000 1 Rampa rapida
4000 Hasta 15000 Vh Rampa rapida
500 5 Paso de seguridad

Después del isoelectroenfoque, la tira se trasladé a una cubeta plastica, donde se realiz6 el
equilibrio por reduccién con DTT 130mM seguida de alquilacién con yodoacetamida (IAA)
135mM, cada uno en 2,5mL de buffer de equilibrio (Urea 6M, SDS 2%, Tris-HCI 0,375M pH
8,8, Glicerol 20%). Cada paso se realizd por 15 minutos con agitacion moderada. La tira se
acopld con la segunda dimensién usando un sello con solucién de agarosa 1% (SDS 0.1%,
azul de bromofenol 0.01%, Tris base 25mM, Glicina 0,19M). Finalmente la separacién por
peso molecular se llevé a cabo en condiciones denaturantes usando geles de poliacrilamida
al 10%. Al igual que en la electroforesis unidimensional, se usé la cAmara Mini-PROTEAN®
Tetra Cell (Bio-Rad), las condiciones de corrida fueron: 80V por 40 minutos, 100V por una
horay 120V hasta terminar la corrida.

La visualizaciéon de las bandas se realizd6 mediante tincién del gel en solucién de Azul de
Coomassie coloidal: El proceso comenz6 con la incubacién del gel en 20mL de una solucién
de etanol 50%, acido fosférico 2% por 16 horas, en seguida se realizaron tres lavados
sucesivos con agua destilada de 20 minutos cada uno y se incub6 por 1 hora en 25mL de una
solucion de etanol 18%, acido fosférico 2% y sulfato de amonio 15%. Finalmente se adicion6
a esta solucién, 200pL de solucién de azul de Coomassie G-250 2% en etanol y se permitié la
tincion por 4 dias. El ruido de fondo se eliminé por lavados sucesivos con agua destilada
durante 2 dias.

Protocolo 3: Western blot para la inmunodeteccion de las proteinas Kir2.1, Kv 1.3, Kv
1,5y CIC3 en el MPI

Extractos de proteina total y extractos enriquecidos con proteinas de membrana de
macrdfagos |774A.1 fueron obtenidos con el buffer RIPA II y el kit comercial Mem-PER,
respectivamente. Los extractos fueron cuantificados utilizando el kit comercial Pierce® BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific). La muestra se mezcl6 con el buffer de carga NuPAGE®
LDS Sample Buffer (4X) y con el agente reductor NuPAGE® Sample Reducing Agent (10X). La
mezcla fue calentada a 70°C durante 5 min y posteriormente sometida a electroforesis en un
gel NuPAGE® 4-12% Bis-Tris utilizando el buffer de corrida NuPAGE® MOPS SDS Running
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Buffer (20X) mezclado con el agente antioxidante NuPAGE® Antioxidant. La electroforesis se
corrié a un voltaje constante de 150V durante 1 hora. Posteriormente, la proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amershann Hybond - GE Healthcare) en el
buffer de transferencia 10mM NaHCO3;, 3mM NaCOs, SDS 0,01% y Metanol 20% a pH 9,22,
aplicando un gradiente de potencial: 10V-10min, 20V-10min, 30V-10min, 40V-10min, 50V-
50min. La membrana de nitrocelulosa y el gel a transferir se equilibraron previamente en el
buffer de transferencia durante 15 min. Al finalizar la transferencia, la membrana se dejé
secando toda la noche a temperatura ambiente sobre una toalla de papel. Al dia siguiente se
realiz6 la deteccién con el siguiente procedimiento: a) Lavado de la membrana con agua
desionizada por 10 minutos con agitacién constante; b) Se retiré el agua y se traté la
membrana con el reactivo Quentix Western Blot Signal Enhancer (Thermo Scientific)
siguiendo las instrucciones del fabricante; c) Bloqueo de la membrana por 1 hora en buffer
TBST-caseina (Caseina 0,1%, Tris-HCl 20mM pH 7,5, NaCl 150mM y Tween 20 0,05% V/V);
d) Incubacién durante 2 horas con los anticuerpos primarios diluidos en TBST-caseina 0,1%:

Arl,llt_;;:l:;l;gs Descripcion Dilucién
Anti - KIR2.1 (N-18) SantaCruz Biotechnology, goat polyclonal 1:200
Anti - KV1.3 (C-15) SantaCruz Biotechnology, goat polyclonal 1:200
Anti - KV1.5 (E-20) SantaCruz Biotechnology, goat polyclonal 1:200

Anti - CLC3N Abcam Rabbit polyclonal 1:600
Anti - Actin (C-11) SantaCruz Biotechnology, goat polyclonal 1:1000

e) Siete lavados de la membrana con agua desionizada y un lavado durante 10 min con TBST;
f) Incubacion durante 1 hora con los anticuerpos secundarios diluidos en TBST-caseina 0,1%:

Antlcuer;fos Descripcién Dilucién
secundarios
Anti - goat IgG H+L BioRad 1:8000
Anti - rabbit [gG HRP Amersham - GE Healthcare 1:7000

g) Siete lavados de la membrana con agua desionizada y un lavado durante 10 min con TBST;
y h) Se dej6 la membrana en contacto con el reactivo Immobilon™  Western
Chemiluminescent HRP substrate (Millipore) por 5 min y por ultimo se reveld en un
revelador BIORAD.

Para la inmunodeteccion de las proteinas marcadores de membranas intracelulares en
extractos de proteina total de fagosomas se siguié el mismo procedimiento anterior, con las
siguientes modificaciones:

- Gel NuPAGE® 3-8% Tris-acetate
- Buffer de corrida NuPAGE® Tris-acetate SDS Running Buffer (20X)
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A;l:ilrcr:l:rl;g:s Descripcion Dilucién
Anti - LAMP-1 (C-20) SantaCruz Biotechnology, goat polyclonal 1:200
Anti - golgin 97 (CDFX) SantaCruz Biotechnology, goat polyclonal 1:200
Anti - Calnexin Enzo Life Sciences, rabbit polyclonal 1:2000
?::;cnude:gg: Descripcion Dilucién
Anti - goat IgG H+L BioRad 1:8000
Anti - rabbit [gG HRP Amersham - GE Healthcare 1:7000

Protocolo 4: Western blot para inmunodeteccion de las proteinas Kir2.1 y CLC3 en el
Laboratorio de Biofisica y Biologia de Membranas

Una vez cuantificados los extractos, una cantidad de 50 pg de proteina de cada uno de los
extractos fue re-suspendida en el buffer de carga 1X denaturante y sometida a electroforesis
SDS-PAGE segun Protocolo 1. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a membranas
de nitrocelulosa, mediante transferencia humeda en el buffer de transferencia Buffer Il
(48mM Tris, 39mM Glicina, 0,037% SDS y Metanol 20% a pH 9,2) y un gradiente de
potencial: 10V-10min, 20V-10min, 30V-10min, 40V-10min, 50V-50min. La membrana de
nitrocelulosa y el gel a transferir se equilibraron previamente en el buffer de transferencia
durante 15 min. Al finalizar la transferencia, la membrana se dej6 secando toda la noche a
temperatura ambiente sobre una toalla de papel. Al dia siguiente se realiz6 la deteccién con
el siguiente procedimiento: a) Lavado de la membrana con agua desionizada por 10 minutos
con agitacion constante; b) Bloqueo de la membrana por 1 hora en buffer TBST-leche 5%
(leche descremada 5%, Tris-HCI 20mM pH 7,5, NaCl 150mM y Tween 20 0,05% V/V); c)
Incubacién con los anticuerpos primarios diluidos en TBST-leche5%:

Anticuerpos s
. - Descripcion
primarios
Anti - KIR2.1 (N-18) SantaCruz Biotechnology, goat polyclonal
Anti - CLC3N Abcam Rabbit polyclonal
Anti - 8 - actin Ambion, mouse monoclonal
Anti Alpha-tubulin Invitrogen, mouse monoclonal

d) Siete lavados de la membrana con agua desionizada y un lavado durante 10 min con TBST;
e) Incubacién durante 1 hora con los anticuerpos secundarios diluidos en TBST-leche 5%:

Anticuerpos secundarios Descripcion
Donkey Anti-goat IgG HRP abcam
Goat Anti-mouse IgG (H+L) Invitrogen
Goat Anti-rabbit IgG (H+L) Invitrogen
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f) Siete lavados de la membrana con agua desionizada y un lavado durante 10 min con TBST
y g) Revelado de la membrana por el método por quimioluminiscencia utilizando el sustrato
SuperSignal® West Femto Maximun Sensitivity Substrate (Thermo Scientific).






D. Anexo: Tabla de resultados del analisis
de clases

MatchID | Max | | Match Count | Macréfago | Infeccién Anova |
0 0,2852 2,468 2 0,1156 0,2852 0,0235744
1 0,4142 1,275 2 0,3248 0,4142 0,8258610
2 0,5151 1,472 2 0,5151 0,3499 0,1720830
3 0,4989 1,377 2 0,3623 0,4989 0,0900542
4 1,0193 2,758 2 0,3696 1,0193 0,0149404
5 0,3501 1,039 2 0,3371 0,3501 0,8877470
6 0,8744 | 2,628 2 0,3327 0,8744 0,0043158
7 0,2897 1,111 2 0,2897 0,2607 0,7185880
8 5,5075 1,109 2 4,9679 5,5075 0,5921510
9 1,0076 1,432 2 0,7039 1,0076 0,4665140
10 0,8347 2,188 2 0,3815 0,8347 0,1716500
11 0,9932 2,137 2 0,4647 0,9932 0,1822510
12 0,8553 1,646 2 0,5197 0,8553 0,1687640
13 0,8799 1,350 2 0,8799 0,6518 0,5488100
14 0,3323 1,970 2 0,3323 0,1687 0,2621080
15 0,8988 3,426 2 0,2624 0,8988 0,0301097
16 0,6355 1,476 2 0,4307 0,6355 0,5196810
17 0,4261 1,149 2 0,4261 0,3709 0,6684640
18 0,5164 1,390 2 0,3714 0,5164 0,0801038
19 0,6087 | 2,522 2 0,2414 0,6087 0,0037546
20 0,4107 1,339 2 0,3067 0,4107 0,0408638
21 1,5526 5,921 2 0,2622 1,5526 0,1138480
22 0,6078 1,784 2 0,3407 0,6078 0,1182710
23 0,8561 2,141 2 0,3998 0,8561 0,3005250
24 0,5053 1,656 2 0,5053 0,3051 0,4319620
25 0,4072 1,581 2 0,2576 0,4072 0,6883500
26 0,4043 1,494 2 0,2705 0,4043 0,4160190
27 1,7018 | 19,114 2 0,0890 1,7018 0,0071111
28 0,7262 1,926 2 0,3770 0,7262 0,1361630
29 0,2823 2,805 2 0,2823 0,1007 0,2666510
30 0,4472 2,615 2 0,4472 0,1710 0,3172090
31 1,3138 1,861 2 1,3138 0,7060 0,0130418
32 0,5616 5,873 2 0,0956 0,5616 0,0168218
33 0,2106 1,571 2 0,2106 0,1341 0,2544680
34 0,5551 1,628 2 0,3410 0,5551 0,0527682
35 0,2379 1,547 2 0,1538 0,2379 0,5514060
36 0,5690 1,571 2 0,3622 0,5690 0,1195400
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37 0,6943 2,991 2 0,2322 0,6943 0,1341720
38 1,2975 3,910 2 1,2975 0,3319 0,0691201
39 0,5803 1,137 2 0,5803 0,5102 0,6847710
40 0,3894 1,804 2 0,3894 0,2159 0,0919101
41 1,1761 1,914 2 1,1761 0,6144 0,0350279
42 1,8320 1,648 2 1,1117 1,8320 0,2508880
43 2,1580 1,295 2 2,1580 1,6657 0,2258840
44 0,5460 2,187 2 0,2497 0,5460 0,4626380
45 0,4861 1,517 2 0,3204 0,4861 0,4335340
46 1,0571 2,019 2 1,0571 0,5234 0,2760970
47 2,8012 3,250 2 2,8012 0,8618 0,0000134
48 0,4496 1,782 2 0,4496 0,2523 0,0339580
49 0,4669 1,255 2 0,4669 0,3718 0,6904480
50 0,8202 3,026 2 0,8202 0,2711 0,0721819
51 0,5807 2,034 2 0,5807 0,2854 0,1491250
52 0,4386 2,509 2 0,1748 0,4386 0,0010802
53 0,3033 1,332 2 0,2277 0,3033 0,1239020
54 0,6080 1,970 2 0,3085 0,6080 0,0056416
55 0,4714 1,005 2 0,4693 0,4714 0,9610000
56 0,3073 1,078 2 0,3073 0,2852 0,9031200
57 2,3240 2,165 2 2,3240 1,0732 0,0633194
58 0,3316 1,046 2 0,3316 0,3170 0,9320950
59 0,2440 2,245 2 0,2440 0,1087 0,1579060
60 0,8244 9,121 2 0,0904 0,8244 0,0339391
61 0,4779 1,617 2 0,2956 0,4779 0,6302460
62 0,8159 5,400 2 0,8159 0,1511 0,0347726
63 0,4210 2,204 2 0,1910 0,4210 0,1249690
64 0,7422 2,764 2 0,7422 0,2685 0,0071165
65 0,4145 4,470 2 0,4145 0,0927 0,0712701
66 0,5905 2,985 2 0,5905 0,1978 0,0353161
67 0,3992 1,017 2 0,3992 0,3925 0,9804080
68 0,2363 1,417 2 0,1668 0,2363 0,6450760
69 0,1870 1,254 2 0,1870 0,1491 0,7657980
70 0,2062 1,056 2 0,1953 0,2062 0,9407060
71 0,6577 2,010 2 0,6577 0,3272 0,1154090
72 0,8074 1,655 2 0,8074 0,4877 0,1642680
73 0,5722 1 0,5722 0,0131394
74 0,8181 1 0,8181 0,0020243
75 0,8655 1 0,8655 0,0487951
76 0,8188 1 0,8188 0,1014280
77 0,6771 1 0,6771 0,2217620
78 0,4824 1 0,4824 0,2306220
79 0,6071 1 0,6071 0,0772149
80 0,6224 1 0,6224 0,0725932
81 0,9120 1 0,9120 0,0185930
82 0,5227 1 0,5227 0,0018178
83 0,5855 1 0,5855 0,0201121
84 0,4214 1 0,4214 0,0722497
85 2,4713 1 2,4713 0,0065170
86 0,7966 1 0,7966 0,2079390
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87 0,3791 1 0,3791 0,0257543
88 0,3615 1 0,3615 0,0073315
89 1,3876 1 1,3876 0,0092333
90 0,5451 1 0,5451 0,1018670
91 0,7418 1 0,7418 0,0804195
92 1,0273 1 1,0273 0,0267314
93 0,8480 1 0,8480 0,0101080
94 0,2996 1 0,2996 0,0013054
95 0,7697 1 0,7697 0,0103451
96 0,4641 1 0,4641 0,1993590
97 0,5449 1 0,5449 0,0414988
98 0,2987 1 0,2987 0,1537320
99 0,4115 1 0,4115 0,0001886
100 1,8770 1 1,8770 0,0002191
101 1,4407 1 1,4407 0,0253442
102 1,2386 1 1,2386 0,0352694
103 0,7024 1 0,7024 0,0151492
104 1,6942 1 1,6942 0,1227240
105 0,2789 1 0,2789 0,0286977
106 0,3285 1 0,3285 0,0370419
107 0,2694 1 0,2694 0,0924626
108 0,3140 1 0,3140 0,1789430
109 0,2659 1 0,2659 0,0002757
110 0,2596 1 0,2596 0,0498112
111 0,2337 1 0,2337 0,0103229
112 0,6291 1 0,6291 0,0347514
113 0,4827 1 0,4827 0,1297930
114 0,3112 1 0,3112 0,0031987
115 0,2200 1 0,2200 0,0165024
116 0,2029 1 0,2029 0,0090957
117 0,8374 1 0,8374 0,0066879
118 0,3635 1 0,3635 0,0259438
119 0,3682 1 0,3682 0,0817488
120 0,3350 1 0,3350 0,0669277
121 0,1893 1 0,1893 0,2191020
122 0,2347 1 0,2347 0,1279700
123 0,2891 1 0,2891 0,1459480
124 0,2915 1 0,2915 0,0705283
125 0,2393 1 0,2393 0,0647342
126 0,3349 1 0,3349 0,2529470
127 0,3657 1 0,3657 0,2390600
128 0,4551 1 0,4551 0,0000693
129 0,4726 1 0,4726 0,2208910
130 0,1870 1 0,1870 0,2341540
131 0,5925 1 0,5925 0,0252885
132 0,2918 1 0,2918 0,2305080
133 0,4814 1 0,4814 0,0671332
134 0,2253 1 0,2253 0,2758540
135 0,4323 1 0,4323 0,2215470
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136 0,1136 1 0,1136 0,2427430
137 0,2978 1 0,2978 0,3481360
138 0,1096 1 0,1096 0,2469520
139 1,7009 1 1,7009 0,0039165
140 0,7821 1 0,7821 0,0111549
141 0,1162 1 0,1162 0,2373450
142 0,1788 1 0,1788 0,2566180
143 0,2356 1 0,2356 0,2213290
144 0,1797 1 0,1797 0,0000016
145 0,1521 1 0,1521 0,2611200
146 0,1219 1 0,1219 0,2300840
147 0,7990 1 0,7990 0,0072705
148 0,0929 1 0,0929 0,2279210
149 0,1384 1 0,1384 0,2210130
150 0,8447 1 0,8447 0,0783654
151 0,2263 1 0,2263 0,2206440
152 0,9168 1 0,9168 0,3610140
153 0,3823 1 0,3823 0,1680360
154 1,0597 1 1,0597 0,0025397
155 0,2414 1 0,2414 0,0498551
156 1,8049 1 1,8049 0,2564380
157 1,3334 1 1,3334 0,0016018
158 0,2639 1 0,2639 0,0060874
159 0,2441 1 0,2441 0,0000015
160 1,2307 1 1,2307 0,0013245
161 0,2013 1 0,2013 0,2191040
162 0,2940 1 0,2940 0,2215280
163 0,2731 1 0,2731 0,1058720
164 0,1126 1 0,1126 0,0516973
165 0,1607 1 0,1607 0,0089434
166 0,6325 1 0,6325 0,0002932
167 0,4236 1 0,4236 0,0247745
168 0,3364 1 0,3364 0,0597412
169 2,6589 1 2,6589 0,0026436
170 0,3350 1 0,3350 0,0037197
171 0,5254 1 0,5254 0,0086377
172 1,9566 1 1,9566 0,0147635
173 0,2886 1 0,2886 0,0000000
174 0,2246 1 0,2246 0,0000422
175 0,5381 1 0,5381 0,0093712
176 0,2086 1 0,2086 0,0045844
177 0,1551 1 0,1551 0,0030341
178 1,1004 1 1,1004 0,0059934
179 0,3076 1 0,3076 0,0010501
180 0,3011 1 0,3011 0,0020527
181 0,3442 1 0,3442 0,0025938
182 0,4602 1 0,4602 0,0459121
183 0,2461 1 0,2461 0,0279565
184 0,2833 1 0,2833 0,0275553
185 0,3231 1 0,3231 0,0004988
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186 0,2779 1 0,2779 0,0005083
187 0,2049 1 0,2049 0,0059998
188 0,2364 1 0,2364 0,0036062
189 0,9057 1 0,9057 0,1290500
190 0,4390 1 0,4390 0,0034828
191 0,5785 1 0,5785 0,0644996
192 0,6317 1 0,6317 0,0002719
193 0,2504 1 0,2504 0,0000000
194 0,3476 1 0,3476 0,0030196
195 0,2345 1 0,2345 0,0011410
196 0,6293 1 0,6293 0,0037023
197 0,2645 1 0,2645 0,0001659
198 0,3781 1 0,3781 0,0010840
199 0,2774 1 0,2774 0,0135942
200 0,3349 1 0,3349 0,0000218
201 1,3241 1 1,3241 0,0000214
202 0,2058 1 0,2058 0,0081959
203 0,6303 1 0,6303 0,0019802
204 0,3220 1 0,3220 0,0001985
205 0,3908 1 0,3908 0,0140297
206 0,1854 1 0,1854 0,0015274
207 0,3679 1 0,3679 0,0029867
208 0,2274 1 0,2274 0,0106983
209 0,1044 1 0,1044 0,0002845
210 0,1243 1 0,1243 0,0035916
211 0,2331 1 0,2331 0,0063085
212 0,3359 1 0,3359 0,0000658
213 0,2988 1 0,2988 0,0000124
214 0,2485 1 0,2485 0,0061374
215 0,1867 1 0,1867 0,0042489
216 0,2699 1 0,2699 0,0002112
217 1,4815 1 1,4815 0,0007883
218 0,2340 1 0,2340 0,0341377
219 0,3758 1 0,3758 0,0009729
220 0,2156 1 0,2156 0,0004383
221 0,3330 1 0,3330 0,0651158
222 0,2198 1 0,2198 0,0027853
223 0,6949 1 0,6949 0,0521841
224 0,9669 1 0,9669 0,0734052
225 0,4364 1 0,4364 0,0046276
226 0,8505 1 0,8505 0,0241574
227 0,7461 1 0,7461 0,0015922
228 0,2975 1 0,2975 0,0002593
229 0,8127 1 0,8127 0,0034720
230 0,8992 1 0,8992 0,0794322
231 0,3313 1 0,3313 0,0093550
232 0,2878 1 0,2878 0,0009188
233 0,3334 1 0,3334 0,0027810
234 0,7343 1 0,7343 0,0436871
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235 0,1499 1 0,1499 0,0056880
236 0,2544 1 0,2544 0,0168839
237 0,4500 1 0,4500 0,0199674
238 0,4550 1 0,4550 0,0000083
239 2,8648 1 2,8648 0,0003183
240 0,2553 1 0,2553 0,0769538
241 1,8587 1 1,8587 0,0074650
242 0,2408 1 0,2408 0,0061929
243 0,9114 1 0,9114 0,0000014
244 0,1713 1 0,1713 0,0022824
245 0,8265 1 0,8265 0,0148210
246 1,0173 1 1,0173 0,0825165
247 0,1409 1 0,1409 0,0395599
248 0,1789 1 0,1789 0,0254763
249 0,1562 1 0,1562 0,0318311
250 0,1397 1 0,1397 0,0729023
251 0,0873 1 0,0873 0,0040457
252 0,1868 1 0,1868 0,0283643
253 0,1482 1 0,1482 0,0002123
254 0,3291 1 0,3291 0,0004439
255 0,1414 1 0,1414 0,0027376
256 0,1929 1 0,1929 0,0257501
257 0,4252 1 0,4252 0,0130411
258 0,3320 1 0,3320 0,0004618
259 0,6568 1 0,6568 0,0292074
260 0,3817 1 0,3817 0,0254371
261 0,1462 1 0,1462 0,0000182
262 0,2543 1 0,2543 0,0016237
263 0,1559 1 0,1559 0,1235190
264 0,1019 1 0,1019 0,0074696
265 7,0635 1 7,0635 0,0000000
266 0,4571 1 0,4571 0,0075064
267 0,1026 1 0,1026 0,0003565
268 0,1314 1 0,1314 0,0001296
269 0,2319 1 0,2319 0,0070707
270 0,1953 1 0,1953 0,0000561
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