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RESUMEN 


El citoesqueleto es una red que le permite a la célula eucariota realizar rearreglos internos con 

el fm de darle fonna y resistencia. Se constituye por filamentos de Retin.a, micronibulos y 

filamentos intermedios. El citoesqueJew de actina se integro por la proteína aclina y proteínas 

reg.uladoras de ésta, como gelsolina, proteína sensible a Cn> que corta y recubre el extremo de 

los filamentos de octina C'capp;ng"). E"cherichia col; en!eropat6gena (EPEC) es una bacteria 

Gram negativa que provoca diarrea acuosa en humanos y animales . La principal lesión 

histopatológica de EPEC es la lesión AJE (adherencia y borrado), que da lugar a la fonnacióo 

de unas estructw"as Iicas en acfina llamadas "pedestales" como resullado de rcnrreglos del 

citoesqueleta de actina . La cepa 0103 de E col! enteropatógena para conejo (REPEC) posee 

mecanismos de patogenicidad anátogos a EPEC, por lo que se utiliza como modelo para 

esrudiar la dinámica de proteínas n.~ociadas al citoesqueleto de actina durante su formación y 

manteniDllento de los pedestales, Con lo fmalidad de ver si gelsolino se reclula en tos 

pedestales y colocati7..a con actip/'l, así coma iniciar el es tudio de la dinámica de esta proteína 

durante la formaciÓn de pedestales se infectaron células RK-1 3 CQn REPEC, se tOmaron 

muestras cada 30 m,in., a partir dc las 2 h postinfección hasta las 5 h. despnés fueron 

procesadas por inmunofluort.'5ccncia y analizadas al microscopio confocal. Previamente a 

esto , se realizaron pruebas de conservación de In anligenicidad, utiliz.ando varios fijadores a 

diferentes tiempos para seleccionar el que permitia visualizar mejor la marca de gelsolina y 

acfina, también se evaluaron diferentes diluciones de los anticuerpos primario (anti-ge!soJina 

hecho en cabra), secundario (anti-cflbrn hecho en cerdo) conjugado con fluoresceína y 

faloidina rodaminada para utilizar la mas adecuada. Al anális is de las céluias RK-l3 con el 

microscopio de epifluorcseencia , la mezcla paraformaldehído 3% con glutnraldehído 1% 

durante 20 min y la dilución 1 :20 de los anticuerpos tanto primario como secundario, 1: 100 

para faJoidina rodaminada resuJtaron más Hdecuadas para marcar gelsolina y DCÚna, 

respectivamente. Al infectar celulas RK13 con REPEC se observó que gelsolina se recluta a 

los pedestales y colocaliza con aeLina en todos los tiempos de infección muestreados . Se 

sugiere que sus funciones de corte, recubrimiento y desprendimiento de los filamentos 

preexistentes se están llcvW1do a cebo eon la finalidad de generar extremos libres y contribuir 

en la polimerización de ílctiua-F en es tos. 

RESUMEN 
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INTRODUCCIÓN 


El citoesqueleto de las células eucanotas es UÍll1 estructuro dinámica que se encucntra inmerso 

en el citoplasma dando Jugar a una red que le do forma y resistencia a ía célula, también le 

permite desplazarse y realizar rearreglos internos para crecer y dividirse (2). El eitoesqueleto 

se compone de microfilamentos de octin.ti. microtúbulos y ftlroxtentos intermedios, El 

componente de! citoesqueleto de aclÍIla es la proteina homónima que representa más del 20% 

de todas las proteínas celulmes. La actina tiene la propiexlOO de po¡¡merJ71lfSe y 

despolJmerizarse; por 10 que Se encuentra en dos formas: actina monomérica ó actina G y la 

rdámentosa o actina F que se forroa por la polimerización de acUna G. Los fil.amentos de 

actina se cM8cterhiW por ser polares, oonteniendo un extremo positivo (+) en donde Jo 

pol1merizuclón es mayor y un extremo negativo (~) en donde la polimerización es menor (l8). 

La polímeriz.ación de actina consta de t'F,>; pasos: A) fase de nucleación: Es la asociación 

¡flic;w de 3 Ó 4 monómeros de- actina G-ATP, formando un oligómero que representa al núcleo 

de polimerización, B) fase de elongación: Es la agregación de uctina G-ATP en el extremo + 

del oligómero para fonnar un filamento y e) fase estacionaria:: Se refiere al estado de 

equíhbrio entre la polimerización de actma G~ATP y la despohillcriLación de acUna G en su 

forma ADP del filamento (60) El mecanismo de polimerización y desp()ltrnerir&~ófl de 

actina, le confiere la caractenstica al ciroesqueleto de ser muy dinámico, Este me-caJüsirlO es 

regulado por proteíllllS asociadas (Alli) y de uruón (ABP,). actnla (19) 

Dentro de las ABPs se encuentra una proteína llamada gelsolina, la cual fue descubierta por 

Yil\. y Stússe! en 1979, que se caracteriza por dísotver la actma en gel en acllna uf! sol, de ahi 

su nombre (63<" 55} GeJsolina es una proteína mOHomérica de ~U kDa que se encuentra en el 

citopw.sma de todas las células eucariotas (58), con el ilumento de la concentración 

microl1lolar de calcio en el citasel> sufre cambios conforrnacionalcs y se adhiere con 4 de sus 

6 dominios a In actina Jo" provocando el corte de! filamen!o (13, 34, 3&) También posee la 

plUpiedali de quedar adherida al extremo +del fihunento que ha sido cortado, a esta PIT'l'il.J!¡J 

se le llama recubrimiento (} capping, evitando así la agregaci6n de actlria G o la Ut1!órt de 

fragmentos entre si y en conseCUCnC1l'lla elongación de los mismos (47, 53). La gelsolinn que 

se encuentra cubriendo el extremo + de la aCtlnll F y se de;;¡prendc con un proceso denominado 

uncappmg dependiente de fosfatid¡¡inositoJ 4,5-bifosfm.o (P1Pl), genenmdo extremos + que 

propieúm la polimerizoción para formar nuevos filamentos en forma rápida (8), Gelsohna 

juega un papell.ro.portoote en células de rápido desplazamiento, como neutrófilos, macrófagos: 

Ó fibroblastos (5, ll, 6li 
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INTRODUCCIÓN 

El citoesqueleto de las células eucanotas es U1l3 estructurn dinámica que !le encuentra inmerso 

en el citoplasma dando lugar a una red que le do forma y resistencia a ta célula., también le 

permite desplazarse y realiZM rearreglos intérnos para crecer y dividirse (2). El eitoesqueleto 

se compone de microfilamentos de octínll, microrubulos y ftl ro:o.en tos inrenuedios, El 

componente del cítoesqueleto de acLi.na es la proteina homónima que representa más del 20% 

de todas las proteinas celulares. La .actina tiene la propied1.id de polimeri71lrSe y 

despol.ímerililrSc, por 10 que se encllClltra en dos fonnas: actina monomérica ó actina G y la 

(domentosa o actina F que se forroa por la polimerización de actina G, Los filamentos de 

cretina se cara.ctertz¡rn por ser polar.es, CX!oterúendo un extremo pOSItiVO (+) en donde lIT 

polimerización es mayor y un extremo negativo (-) en donde la polímerización es menor (l8), 

La polímcril'.ación de actina consta de tF--:'; pasos: A) fase de l1ucleaci6n: Es la o.socÍnción 

tnlcúil de 364 monómero5 de acl'Ína G-ATP, formando un oHgómero que representa al núcleo 

de polimerización, B) fnse de elongación: Es la agregación de uctina G-ATP en el extremo + 

del oligómero pnrn fonnar un filamento y e) fase estacionaria: Se refiere al estado de 

equilibrio entre la polimerización de aclma G-A TP )' la despolill1eril.ación de actl,1la G en su 

forma ADP del filamento (60). El mecanismo de polimerización y despoHmeri;r$~ón de 

actina, le. confiere la característica al ctroesqueleto de ser muy dinámico, &te me~a¡¡lis~1O es 

regulado por proteíuns asociadas (ARPs) y de unión (ABPs) a actllla (19). 

Dentro de las ABPs se encuentra una proteína llamada gdsolina, la cual fue deseublorta por 

Yin y Stossel en 1979, que se caracteriza por dísolver la actma en gel en actin.í! Off sol, de ahí 

su nombre (<S3, 55) GeJsolina es una protc:úm ruonomérica de ~2 kDa que se encuentra en el 

cüopw.sma de toda.s Ills células euc-anoms (58), con el ilumenta de la concentración 

micromolar de calcio en el cítosel> sufre eambios confomluciona1cs y se adhiere con 4 de sus 

6 clomimos a ta actina f provocando el corte del filamenlo (13, 34, 3&) Tarubién posee la 

pl'lJpiedad de quedar adherida al extremo +- del fih:unento que ha sido cortado, a esta propiooM 

se le llama recubrimiento <) capping. evitando así la agregaci6n de act1na G o la utÜótt de 

fragmentos entre si y en consecuenCl/lla elongación de los mismos (47, 53). La gelsolinn que 

se eneucntra cubriendo el extremo + de la aClinll f y se desprende con un proceso denomi.nado 

un:::appmg dependiente de fosfatidilinositol 4,5-bifosfmo (P1P1), genenllldo extremos + que 

propieüm l~ polimerización para formar nuevos filmnentos en forma rápida (8), Gelsollna 

juega un papel troportante en células de rápido desplaza:miento, camo neutr6fílos, macrófagos 

Ó fibroblastos (5, 11, 61l 
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Para que estas cé!ulas puooa:n desplazarse es necesaria lu polimerización actIva de acoOá-G 

debajo de la membrana plasmarica deI borde director y con fa propulsión de {a po¡imet1:t~,ión 

se fonnan tos lamehpodios, que son estructuras p!a:nas y anchas ricas. en actinu esenciales para 

el despl¡uarruento de la cé~ula. El borde dir<%tor es tUla estructura dí.lIámicu que requiere el 

recambio de acUna F para la eficiente pro rus ión de la membrana celular, donde la gelsolina 

actita de manera imporumte al coordinar sus funciones de corte y recubrimieuto, En primer 

lugar. tlcva a cabo el corte d;¡¡ los filamentos preexistentes JO que propicio la formación de 

nuevos filamentos que polimerium parn el despíar1lll1icnlO de la membrana celular y en 

segundo lugar; genera zonns de dcspolimerización por medio del capping logrando el 

rWireccionllmicnto del bOfde director (5 ¡,52), 


El cl.toesque1cto de acrina es manipulado por bacterias patógenas para su beneficío, 


desencadenando mecanlsmos moleculares que les permiten intemulízarse, desplll1..afse dentro 


de 13 célula hospedera y pasar de tLtta célula a otra como por ejemplo L/síeda monocytQgenes 


o bien catonizar extroceluiarmenoo como lo hace Es'ch.:rtchj{¡ coli entcropatógcna (EPEC) 

(28), Listeria frlonocylogenes es un patógeno intracelular Grru:n~posl.tivo) caracteriz.'ldo por Su 

capacidad de inducir la po!imcozüción de actina en uno de sus polos dmldo lugar a la 

formación de estructuras ricas en seMa llamadas colas de nenna que le proveen la fuera de 

propulsión para desplazarse dentro de la céluLa hospedcra y entre lns células vecinas a óslit 

Las colas de Retina son estructuras diluimicas, se han reportado la ideuliIicacíón de proteínas 

de umón a actina donde se cree que jucgao un papel importante c1J su formación y 

mantenimiento. Dentro dc estas proteínas se ha elicol1trndo redutada la gclsoliua a todo lo 

largo de las colas y se piensa que la gebiolina lleva a cabo funciones de corte y capplng que 

ayuda al recielamiento de monomeTO:S de i':Ictina y a la fon::nactón de pequeños filamentos listos 

para la polimerizac.ón que colaboran plU'a el desplazamiento de le bactelia (16, 4 J, 42). EPEC 

es una bacteria Gram~nega¡¡va que Cmlsa gastroententis y problemas de mala absorción 

acompMado de diarrea acuosu persistente en indiv¡duos sanos provocando cientos de miJcí> de 

muertes por año, principalmente en paises subdesarroHados (48,23). Además se han reportado 

cuadros diarreicos severos en animales jóvenes (lechones. gazapos, tcrne:ros, conieros, 

cachorros) asociados a fPEC (3.35, 50, 64) 

EPEC induce una ultcraci6n h!stopato16gica a nivel intcsnnaí c-únoclda como lesión AfE (del 

inglés "attaching and eflÍlCing") (14). 
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Para que estas células puedan desplazarse es necesaria Jo polimerización actlvB de actloa-G 

debajo de la membrana plasmática del borde director y con la propulsíón de la polimetl1#>ión 

se [anuao {os lamellpodios, que son estructuras planas y anchas ricas en actinu esenciales para 

el desplllL.amient.o de la célula. El borde dirtXtor es Wla estructura dLlIámicu que requiero el 

recambio de actina F para I:a eficiente protusión de In membrana celular, donde la gelsolina 

actúa de manera imporírulte al coordinar sus funciones de corte y recubrímieuto, En primer 

Jugár. Ueva a cabo el corte de loo filamentos preex¡~tentes lo que propici¡¡ la formación de 

nuevos filamentos que pojimerizm¡ para el desp[azlllI1icnlO de );3 membrana celular y en 

segundo lugar, genera zonas de dcspoliruerización por medio del capping. logrando el 

rcdireccionllmicnto del borde director (.51,52), 

El cltoesqueleto de acrina es rnMipulado por bacterias pULógenas para su beneficío. 

desencooennndo mecanlsmos moleculares que les permiten mtemaJízarsc, desplllJ.4lrse dcmtro 

de ln célula hospedera y pasar de lLn8 célulo a otra como por ejemplo Lisferia mOYlocytfJgenes 

o bien cOtonizar extrocelularmente como lo hace Bché!'lchj{¡ cúli cntcropatógena (EPEC) 

(28). Listerra frlonocylogenes es un patógeno intracelular Gmm-posaivo) caracteriz.ado por Su 

capacidad dé inducir ia poümcnt.a.ción de actina en Ul10 de sus polos dando lugar a la 

formación de estructuras ricas en actina llamadas colas de rotina que le proveen la fuera de 

propulsión para desplazarse dentro de la célula hospedcra y entre las células vccinas a ~,sta. 

Las colas de aClma son estrucluras dinámicas, se han reportado la idenLÍlicacíóD de proteínas. 

de umóu a actina donde se cree que juegan un papel importante en su formación y 

mantenimiento, Dentro de estas proteJIU1S se ha encontrado n;..::lutada 1& gdsollna a todo 10 

largo de [as colas y se plmlSa que 1a gebmHna lleva a cabo funciones de corte y capping que 

ayuda al reciclamiento de monotnero'$ de actma y 11 la formacIón de pequeños filamentos listos 

paro la pollmenzactón que colaboran para el desplazamiento de la bacteria (16. 41,42). EPEe 

es una bacteria Gram-negariva que Cffllsa gastroentenlis y problemas de mala libsorclón 

acompMado de diarrea ncuoso persistente en indiv1.duos sanos provocando cientos de milc!> de 

muertes por año, principalmente en paises subdesarrollados (48,23). Además se han reportado 

cuadros diarreicos severos en animales j6venetl (lechones, gazapos, tern~, corderos, 

cucharros) asociados a EPEC (3.35,50,64), 

EPEC induce una ultcración hlsropatológlca a ruvd intcstinaí c,onoclda como lesión AlE (del 

inglés L<Rttaching and eflücing") (14). 
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La lesión se lleva: a cabo mediante un roecrmismo molectilur complejo, que induce la 

reorganJzacióQ del ci!(lcsqueleto de llctina teniendo como cous>'x:'uencia In destrucción de las 

mkrnveHocídades y la formaci6n de elevaciones ricas e11 actina llamadas «pedestales" en 

donde In bacteria se encuentra fuertemente adherida ala- céLula hospedera (26). 

EI mecnoisroo de patogeniddad de EPEC se ha cru-acterizado en 3 fases: i) adherencia poco 

estrecha, 2) lrallslocación de protcÍtlas cfectoras y ttansducdÓfl de seí'\alcs, y 3) contacto 

íntimo y !a fOTlnuci6n de! pedeslaJ (12). 

1) AdJterencia JXiCO eslrccha 

La adherencia es el proceso intciJ;i de la palogénesi~L puede ser separado en dos 

fases, la involucra la adlu;T<:;ncia inicial entre las bacterias formando microcolollias 

mediado por el pUi BFP (Pib fOf1Uador de rizos) y la se-g,unda como la adherencia de las 

microco[onías con te célula hospedera en un patrón conocido como adherencia locall/4lda 

dependiente del fl"'lelo (21, 49). 

2) Translococión de factares y trt!n~ducci6n de sedaJes. 

La adherencia de EPEC proVQe", la activación de cascadas de scii:ttlÍ2'.ación en el 

interior de la célula huespet1 que conUcvan a ja formación de la lesión AlE. 10s g<:oes 

responsables de desencooenar estos procesos se cncuenlran codtficados en una iRla de 

patogenieidarl de 3'.6 kb llamarla LEE (del u¡glés "Locus of Enterocyte EffllCcmem"), que 

codlfica para las protcinus: que conforman al Sistelll3 de Secreción Tipo Tres (SSTT), la 

adh,",..ina bacteriana de membrana externa llamado irHtmina. así como también para multiples 

proteinns efectoras conocidas como Esp tdel inglés I'E. coU secreted proteiru") y Tir (del 

"translocuted ¡n,imin .rooepmr'j (6, 20, 37). El SSTT le penoij¡¡¡ a EPEC secretar 

proteínas e inyectarlas diroctamente al citosol de la célula hospedera Una vez en el 

citosol, Tir se inserta dentro de la membrana plasmática de [a célUla, exponiendo hacia el 

espacio extracclular un doa:únio conocido como TIRA {área de unión a intimina) .actuando 

como receptor para intimintL Después de fa unión dc Tir con inti.mina, Tir es fosfoníada en la 

urosma 474 (Tyr414) dCS<:---r1cadenando cascadas de señalización intracelular (59). 

3) Contocto intimo y la formación de! pedestal. 

Una vez que Tu es fosforilado, 1.:1 proteína adaptadora No).; es reclutada en el sitio de 

fosforilaci6n; posteriormente Nck atroo, interacciona y activa .li la proteína WASP (¡¡r'''tina 

del sindrome de Wiskott.Aldrich) ésta a su vez, activa al complejo Arp 2f3, este úHimo ¡mcia 

la polimerización de actina hacia la zona donde Tir fue: fosforilada provocimdo la adhcreí1cia 

con Última de la bactena con la céluta hospedera y la fomación del pedestal (27). 
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La lesión se lleva a cabo mediante un mecanismo molecular complejo, que induce la 

reorganlzacÍón del ciloesqueleto de nctina teniendo como consecuencia lo destrucción de las 

microvellocídades y la fQffi18Ci6n de elcvacíones ricas en nctina Haruadas (·pedestules" en 

donde la bocteria se encuentra fuertemente adherida a In célula hospedera (26). 

Ei mecnoisroo de patogeniddad de EPEC se ha caracterizado en 3 fases: l) adherc.ocÍa poco 

estrecha, 2) translocación de protcinas efectoras y b'iltlsducción de sej,alcs, y 3) contacto 

intimo y la formación de] ped~faJ {i2). 

1) Adherencia poco estrecha 

La adherencia es el proceso ínici.al de lB palog<§neslS, Ii,1:.u; puede ser separado en dos 

fases, la primera tnvoJuora la $dhie:r~ncia inicial ehtre las bacterias formando microcolóllias 

mediado por el piti BFP (Pfb formador de r¡z.os) y la segunda como la adherencía de las 

microco[onías con la célula hospedera en un pilt:r6n conocido como adherencia IQcaI.i,l',.¡da 

dependiente del flagelO 49} 

2) Trans10cación de factores y trl1n~duccíón de señaJes. 

La adherencia de EPEC provoc<,\ la ílcllvación de cascadas de soou:tiz.ación en el 

interior de la célula que conllevan a la formación de la lesión AlE. Los g~lles 

respon8ablcs de desencadenar estos procesos se cncuenlran codmcados en una ¡~Ia de 

patogenieidad de 3506 kb llamada LEE (del inglés H UlCUS oC Enlerocyt:e Effaccmern'''), que 

oodH1ca para las proteínB!$ que conforman a3 Sistema de Secreción Tipo Tres (SS1T), la 

adk'l'ína bacteriana de memorana externa llamadtl infirníua,. así como tambíén para muluples 

prowmns efectoras conocidas como Esp tdel inglés ¡'E. coN secreted proteil1.5n
) y Tir (del 

"tre.nslocated ínlÍmin .receptor") (6, 20, 37). El SSTT le permite a EPEC ~crctar 

proteínas e inyectarlas directamente al citosol de la célula ho.spederti (17132). Una vez en el 

citosol, Tir se inserta denlrO de la membrana plasmÁlica de la célula, exponioodo hacia el 

espacio extracclular un dominio conocido corno TIBA de unión a intirrdna) actuando 

como receptor para intimintt Después de la uni6n dc Tír con intlmina, Tir es fo.sforilarla. en la 

Urosina 474 (Tyr474) dCS\:..-'TIcadena:ndo cascadas de señalizoci6n intracelular (59). 

3) ÚJnroctc intimo y la formación del pedestaL 

Una vez que Tu es fosfonledo, ID. protelna adflPI.:l'~dOlra Nok es re.clutada cn el sítio de 

fogforileci6n; posteriormente Nck atroo, interacciona y activa a le prot~ina WASP U"'-"'~H,'.W 

del sindrome de Wiskott.Aldrich) ésta a su vez~ ac1iva al complejo Arp 213, este último inicia 

la polimerización de actina hacia !a .lOná donde Tir fue fosforilada provoclmdo la adherencJa 

con intima de la bactena con la céluh1 hospedera y la formación del pedestal (2T). 
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La petimerización activa de actina inducida por EPEC para la formación del pedestal está 

acompatlada por d rcdutamiento de otros proteinas reguladoras de a.ctina, dentro de lag cuales 

se ha encontrado ti. la gdsolina, aunque uúrt no se ha descrito con c1ru-idad la función de ésta en 

el se cree que su función puede ser semejante a la que realiza en el borde di.rector de 

las ceJulas de rápido desplaz.am:iento Ji en la" colas de aC1illft de Lisferia monoeyt!}genes, en 

donde neva a Cllbo funciones de capping y corte, que en conjunto con otras protctnas 

citoplasmábeas regulan la dinlunicn del citoesqueleto de actina (24, 57, 41). 

Además de EPEC" existen otros patógenos que poseen la islEl de parogenlcidad tienen 

la capacidad de producir In lesión AlE {39; lO} Dentro de este grupo de patógenos Se 

encuentra éscherichia colf enleropaIÓBi;TI. para conejo (REPEC) la cuál se CQDsldera como 

uno de [os modelos lilás relevantes para el estudio de 1a patogénesis de EPEC y la fonnaci6n 

de la 1est6n AlE en ta célula hospedera (43). En nuestro laboratorio se ha logrado reproducir in 

VI/ro l. form¡¡ción de pedestales mfectando células RK·13 COn REPEC ,erotipo 0103, Los 

me.canismos llloleculares Que dependen de EPEC pm la formación de ltl tesión NE., la 

dcsuucción de las microvellosidades, la adherencia intima entre la bacteria :r la célula 

hospedera, y la formación de los pedestales, han sido estudiados ron detalle, pero loo 

mecanismos moleculares del citocsqueleto de at-tina para la fonnnción de los pedestale8 aún 

no han sido bien entendidos, si bien la gelsolina ya ha sido identificooa en los pedo<i:ta[-es: 

producidos por EPEC, no se han realizado experimentos que la identifiquen en dlt~ta 

tiempos de la infoc-eión. Con el propósito de dar micio al estudio de ln dinán'!Íca de la 

geisolina dur:mte IEl formación de pedestales, se realizaron cnsQ)'os de inmunofluorescencia 

para identifIcar gelsolina cada JO rotn en células RKD infectadas con REPEC, pr(lviamente se 

realiz:.aron prueba..~ de conservación de la aJ.ltl~;;tUI-é¡doo utilizando diferentes [Yaciores. mezclas 

de eHas a tiempos variables¡ así como la evtduación de dilución de lOS anticuerpos (Aes) y 

faloidina rodan:tinada para select:ionar la mejor opción. 
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La potimenzación actlVU de actlna inducida por EPEC pora la formación del pedestal está 

acomprulada por el reclutamiento de otras proteinas reguladoras de actina, dentro de los cualC$ 

se ha enconrrado 8-1a gc1solina, aúnque íllÍrt DO se ha descrito con claridad la función de ésta en 

el pedest.~L se cree que su func(ón puede ser semejante a la que realiza en el borde director de 

las células de rápIdo despla2.amieruo y en Ia.~ cola.~ de aC1illa de Lis/en·o monoeylogenes, en 

donde neva a Cilbo funciones de cappjng y corte, qu.e en conjunlo con otras proteínas 

ci10plasmállcas regulan la din{tnúoa del citoesqueleto de actina (24,57,41). 

Además de EPEC" existen otros patógenos que poseen la ísln de patogenkidad LEE y tienen 

la capacidad de producir !n lesión AJE (39, 10). Dentro de este grupo de patógenos Se 

encuentra l:scherichia col! cnteropatóg~a. para conejo (REPEC) la cual !\c oonsldera como 

uno de los madelos más relevantes para el estudio de Ja patog6nesis de EPEe y la formación 

de la lestón AlE en la célula hospedera (45). En nuestro laboratorio se ha !ogrado reproducir in 

vitro la formación de pedestales infectando células RK-1.3 con REPEC serotipo Ot03, Los 

mecanismos moleculares Que dependen de EPEC para la formación de 11:1 tesión /VE, la 

destrucción de las microvcllosidades, la adherencia intima enlre la bacteria y lliJ céluLa 

hospedera, 'r la formación de los pedestales, han sido estudiados con detalle, pero los 

mecanismos moleculares del citoesqueleto de actina para la fonnoción de 108 pedestaLtm ilID 

no han sido bien entendidos. si bien la gelsolina ya ha sido identificada en los pedcs:tales: 

producidos por EPEC, no se han maULado experimentos que la identifiquen en difercr;~ 

tiempos de 18 infección. Con el propósito de dar lrücio al es.tudio de tu dinámica de la 

geholina durante la formación de pedestales, se realiuron cnsll)'os de inmunofluorescencio 

para identificar gelsolina cada 30 mtn en células RKt3 infectadas con REPEC, prClyiamente se 

realiz:aron prueba..~ de conservación de la aJ.ltlg."erüéidad utilizando diferentes ftjadores. mezclas 

de eHos a ciempos variabJes 1 así como la eYfdüQch:'n de dilución de ¡os anLieuerpos (Aes) y 

faloidina rodarrtinada para selec(Jionar la mejor opcíÓn. 
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OBJETIVOS 


Ol:l¡,,,¡,,& !ll'Ierl!l 

Identificar subcelularmente a la proteína gelsolína en células RK-13 duran Le la infección por 

Esclterichia coll enteropatogena para conejo (REPEC). 


ObjetivOi particulares 


L ReaHm UM prueba de conservación de la fUltigenicidad para la gelsolina y actina 


iltlJi?,xmdú diferentes fijadores para seleccionar el que pern:üta Su mejor visualización, 


2. Roo!iz.ar pruebas con diferentes ditucloncs de tos anticuerpos primados (anci-gcisottno.) y 

secundarios (anti-cabra fluorescdr.ado hecho en cerdo) as! como de foJoidiua rooaminnde 

para selece·lene la c.omhinacjón que Y~suatJ/N mejor la marca de ge!solina y a,e·ttn1i 

3. Establecer la cinética de distribución de la gelsolina al infoctar células RK-13 con ]UiPEC 

por el método de inmunofluorescencia. 

4. Corroborar medlaote microscopia confocal) la colocalización de; la marca de gclsolina con 

la marca de ilCtlna en tos pedestales. 
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OBJETIVOS 

Objedvl) gen'fr~ 

Identificar subcelulanuente a la proteina geIsolína en célullis RK-13 durante la inf~ión por 

Esc!u:richia coN enteropatogena para conejo (REPEC). 

Ohjetil'O:S particulares 

L Realtm \lIta prueba de conservación de ID rUltigenicídad para lu ge1solina y actma 

úhüZ';J'mrlo diferentes fijadores para seleccionar el que permÜa Su mejor visualizaclón. 

2. Renlizar pruebas con diferentes ditucwncs de tos anticuerpos primados (anti-gclsolina) y 

secundarios (anti·cabra fluorescemado hecho en cerdo) ílsi como de foJoiditl8 rodaminnda 

pfl.fflseleCc.¡onM la c.ombinadón que perl11üa Y~nGititM mejor la lJlarca de gelsolina ji a.e·tinn 

3. Establecer \a cinética de distribución de la gelsolina al infoctar celuias RK-13 con ]Ul])iEC 

por el método de inmunof]uorescellcia. 

4. Corroborar mediante lnicroscopia confocal) la colocalización de la lllarca de gclsoJina con 

la marca de actl.na en los pedestales. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivo celular: 

En este trabajo se utilizaroo celulas RK-13 provenientes de célu las epiteliales de riJ1ón de 

conejo (ATCC-CCL37~ Rockvi[[e, MD, USA), las cU:lles se propagaron inicialmente en 

Medio Mínimo Esencial (MEM) (Gibco, Grand Island) N.Y) suplomcntado con: ami.noácidos 

no esenciales 1% (Gibco), piruv<lto de sodio al 1% (Gibco). penicilina (lOO UI/mJ) , 

esLreptomicina (IDO ~g1ml) (Gibco) y 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibeo); en cnj., para 

cultivo celular de 60 mm x 15 mm (Coming, NY) y mantenidas en atm6sfern húmeda con 5% 

de COt. a 3rc hastCl alcanzar una confluencia del 80%. Rutinariamcnte las células se 

disgregaron con 0.5 mI de tripsina al (0.25%) (Gibco) Y EDTA (J .T Baker) 10 mM en 

solución amortiguadora de: fosfatos (PBS) y se resuspcndieroo en un volumen de 2 mI para ser 

conladlls en un hemocitómetro de Neubnuer. Para su uso experimcnt.al las células fueron 

sembradas en cajas de 22 x 74 mm con 8 pozos (Nalge Nunc lnc .•) a una densidad inicial de 

5 X ID" células/pozo y se incubaron o 37°C en atmósfera de 5% de CO2 hasta alcanzar una 

canlJuencia del 80% (aprox. 24 horas) (25, 29, 59). 

Cultivo bacteriU1\O 

La cepa que se utilizó en este traba,io fue: E22, Escheric/1/o coli enleropatógello para conejo 

(REPEC) 0103. L. cepa fue crecida en 2 mi de caldo Luria Bertoru (LB). se incubó toda la 

noche a 37°C en agitación a 150 rpm. Al día siguiente, el cultivo bacteriano (e6) se activó en 

MEM sin suplementos utilizando una dilución 1:20 y se creció H 3r'C por 2 h en condiciones 

estáticas, posteriormente se tomó una muestra de 10 ~t.l y se midió su densidad óptica a 600 

nm de longitud de onda (0.0. 600) (1, 10,45) 

,.. 
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Cultivo celular: 

En este ttabBjO se utilizaron celulas RK-13 provcnientes de cdulas eplltelU!iles de riñón de 

Rockvilte, MD, USA), las cuales se propagaron inicialmente en 

Medio Minimo Esencial (MEM) Grand lsland, N.Y.) suplementado con: aminoácidos 

no esenciales 1% (Gibco), piruvato de sodio al 1% (Gibeo), pcnicilin¡;¡ (lOO UIIrnJ) ) 

eslreptomic1t\a (100 J..lg/ml) (Gíbco) y 10% de suero fetal bovino en para 

cultivo celular de 60 mm x 1 S mm y mantenidas en atmósfera húmeda con 5% 

de Ceh a 3rc hasta alcanzar una confluencia del 80%. Rutinariamente las células se 

COIl 0.5 mi de al (0.25'%) y EDrA (J.T 10 mM en 

solución "mt'''''¡-''H' de f05fatos (PBS) y se resus~)enlc.lleron en un volumen de 2 mi para ser 

conLadns en un hcmoótómelTo dc Neubm.Jer. Para su uso "..,."." .. n.n,,,,,n'ClI las células fuereo 

scm bradas en de 22 x. 74 mm con 8 pozos (Nalge Nunc me.,) a una densidad 

5 X 104 células/pozo y se incubaron a 3JOC en atmósfera de 5% de CO2 hasta alcanzar una 

confluencia del 80% 24 horas) (25, 29,59). 

Culti\lo Da(~ter'UIII¡O 

La cepa que se Ulílizó en (';sre trab~io fue: E22, b'cherichzo co/i enleropatógenCl. para conejo 

0103. La cepa fue crecida en 2 mi de caldo Lu.ria Bertoru (LB), se lncubó toda la 

noche o J7"'C en agitoción a 150 rpm. Al día slgll.llellte, el cultivo bacteriano (CB) se activó en 

MEM sin suplement.os utilizando una dilución ¡ :20 y se creció ti 37"C por 2 h en conruciOl1es 

se tomó una muestra de 10 pJ y se midió su densidad óptiea a 600 

nm de deonda (0,0. 600) (I, 10,45) 

7 
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La cantidad de CB inicial para infectar las células se obtuvo mediante la siguiente fónttula: 

# Célu las por pow X # de bacterias por célula (MOl) 
X 1000 ~ ~I dc CB 

5x lO' X 0 .0. 600 

En donde: 


En nuestros experimentos el número de células por pozo fue de 100,000 y se consideró uno. 


Mor de 40. La densidad óptica de 0.550 y In constante 5 X lOa se reficre a la cantidad de 


Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de E. coli con Wl valor de t en 0 .0. 600 


Antkuerpos (Aes) 


El anticuerpo primario (Ac) usado en este estudio fue el polielonal IgG anti·gelsol.ina 


producido en cabra (Goat polyclonallgG, 'Santa Cruz Biotech. , Santa Cruz, c..',-) y como Ac 


secundario se util izó un policlonal I&G cerdo anti-cabra conjugado con fluoresceína (Swine 


an.ti·goat IgG fluoresccin col~ugate, Biosource, Camarilla, CA). El citoesqueletc de actina fue 


marcado con [aloidina acoplada a rodamina (F.R.) (Sigmo-Aldrich, Inc., SI. Louis, MO) (2 4, 


25). 


Reactivos 


Los fijadores fueron : Paraformaldehído 3% (paf 3%) (Electrón Microscopy Sciences, 


Hatfield , PA), Glutaraldcnído 1% (¡¡Iuta 1%) (Merck Inc.), formaldcnido 3.7% (J.T. Baker). 


Cloruro de eolcío (Researen Organic, Cleveland) (7, 24, 25, 33). 
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La cantidad de CB inicial para infectar las células se obtuvo mediante la sIgl.'lIente fórmula: 

# Células por pozo X # de bacterias por célula (MOl) 

5 x 108 X 0.0. 600 

X 1000 = ~ dc CE 

En donde: 

En nuestros cll1úrncro de celulas por pozo fue de lOO,OOO y se consideró una 

MOl de 40. La densidad de 0.550 y la constante .5 X lOa se refiere 13 la cantidad de 

Unidades Formadoras de Colonias de E colf con Ull valor de 1 en D.O. 600 

Anticuerpos 

El anticuerpo pnmano CAe) usado en este estudio fue el 

producido cn cabra polyclonal Cruz Santa y como Ac 

secundario se utili.z6 un pOJIC1C>na.s 19G cerdo ant-i-cabra con fluore!>cema 

antJ.~ílOIlt IgG fluorescem CA). El de actina fue 

mateado con faloidina 3C()DIlla.8 11 rodamina (F. R.) S1. 

ReactÍvos 

Los fijadores fueron: Paraformaldehído 3% (paf 3%) 

Halfíeld, PA), Glutaraldehído 1% (gruta 1 %) (Mcrck rnc.), formaldchído 3.7010 

Cloruro de ealcio (Research Organic, Clevcland) (7, 24, 25, 33). 

MO) 
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de fija-dores cumú 

proteínas del citóesqueltto de acuna 

Se crecieron dIulas RK-!3 en cajas de 22 x 74 mm con S pOWS, después: fueron fijadas con 

diferentes aldehídos como glutnraldehldo 1% (giuta 1 %), paraformaldehldo 3% (paf 3%), Y 

formaldebtdo 3.7%, así como con las siguienles mezclas: paf 3% con gtuta 1% y Krunovsky 

(par 1% con glu!á 1.5% más cloruro de CalCIO al 0.002 %). La 'fijaci6n se realizO durante 20 

min,l h, Y 2 h. Posteriormente fueron permcabiHz,adas con Tritóf¡-X100 (0,1%) en PBS 

durante 10 min, {Sigma-Aldrich, lnc., Sr, Louis, MO), y se bloquearon con Albúmina 

Bovina (BSA) al l% en PBS duranw 30 minutos (Research Organíc, Cleveland), Después se 

agreg6 el 3liticuorpo anti~gelsorina (1 :20) en PBS, se incubó en cámara húmeda a 4 oC toda la 

noche, al siguiente dia se agregó el anticuerpo secundario en una dilución 1:20 en PBS y se 

dejó 2 horas a tempeUl1ura ambiente, en segUIda se marcó con actina~F con fafoidina 

rodruninada (1 ; 100) en PBS por 20 min. Después de cada paso las hluestras se lavaron 5 veces: 

en PBS. Finalmente, las muestras se montaron agregando Veda Shield (Vector Laboratorios., 

Burlingamc; CA.) y cubriendo lu preparación con un cubreobjetos, Las muestras fueron 

analizadas con un mÍcfoscopio de: eprfluorescencía Leíca DM4500 B (7. 33). 

PntJ;Ibtl de diferentes (ijludifJ1e,:z de IOí! Bnticuerpos primario, !lecn!]ui1l'i~ y hdohHna 

rodMlinada, 

Se crecieron células RK~ 13 en cajas de 22 x 74 mm con 8 pozos, después fueron lijadas eon la 

mezcla paf 3% con gruta 1% durante 20 minutos, Las muestras se penneabili7...ru:on con Tritan 

X~100 ai 0.1% durante 10 mm y se b1oquearon con BSA al 1% por 30 min, posteriormente las 

muestras fueron organlzodas en 7 pruebas, cada una cou diferentes diluciones de los 

antjcuerpos primario, secundario y falioidina rodaminitd¡:¡, estas se realizaron por 

triplicado (Cuadro 1), 
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('OI1'1iI)&udóJJ de fij.dort~ cumo prnébas de c01'1!lervi'«:ió!fl de la iUHígcnicidad de 

proteínas del citofsqlleleto de actina 

Se crecieron células RK· 13 en cajas de 22 x 74 mm con & pozos, después fueron fijadas con 

diferentes aldehídos como glutaraldehldo 1% (giuta l %), parafofIDaldehido 3% (par 3%), y 

formaldebído 3.7°10, así como con las siguienles mezclas: paf 3% con glula 1 % Y Knrnovsky 

(par 1% e{)n gluta 1.5% más cloruro de CalCIO al 0.002 % ). La fijación se realizó durante 20 

min, 1 h. ji 2 h. Posteriormente fueron permcablHz.adas con TritÓfl-XlOO (0.1 %) en PBS 

dUfunte 10 mino (Sigma-Aldrieh, lnc., Sto Louis., MO), ji se bloquearon con Albúmina Sbl~c.!! 

Bovina (BSA) al i% en PES durante 30 minutos Cleveland). Después se 

agregó el al'lticuorpc anti~gelsolina (i :20) en PBS, se incubó en cámara húmeda a 4 oC toda la 

noche, al siguiente dLa se agregó el anticuerpo secundario en una dilución l:20 en PBS y SiC 

dejó 2 horas a temperatura ambiente, en seguida se marcó con actina~F con faíoidrna 

rodaminooa (1 : 100) en PBS por 20 mín. Después de cada paso las muestras se lavaron 5 veces 

en PBS., Finalmente, las muestros se montaron agregando Vccta Shield Lab<Jratonos.., 

aurlins.am~\ CA.) y cubriendo 1ti preparacíóu con un cubreobjetos. Las muestras fueron 

anruizadas con un mícro~cop¡o de epffluorescencía Lelos DM4500 B (7, 33). 

Prutb .. de dife.rentes d~hiU;l~I.~'¡¡; de los anticuerpos primario, i'uufl\htl'b y faJoidina 

rodamina.da, 

Se crecieron células RK·¡3 en cajas de 22 x 74 mm con 8 pozos, despué$ fueron lijadas con la 

mexcla par 3% con glut,;} 1 % dUTll1lte 20 minutos, Las muestras se penneabilá.aron con Triton 

X-lOO ai (11% durante 10 mm y se bloquearon oon BSA al 1% por 30 min, posoorionnente las 

muestras fueron organizndas en 7 pruebas, cada una con diferentes diluciones de los 

nnticuerpos ¡.TLL'~,,"'L"", secundario ji fahoidiml rodaminmla. estas proebi:ís se realizaron por 

triplicado 

9 



En ios grupos I y U, se utilizaron la misma dilución de fa!oidioa rodaminada (¡:lOO) y de 

anticuerpo primario (IZO) variando solo 01 anticuerpo secundario: 1:20 (grupo 1) y 1:100 

(grupo 11). Fara el grupo m, fruoidina rodaminada se utilizó 1 :100, el anticuerpo pnmSrio en 

1 ;50 y SIXUlldario en 1 :10ü, Grupos IV y V se usó la misma dilución do faloidinu rodami.n3 

(1:50) variando la de anticuerpo primario: 120,150 Y de anticuerpo seeundario 120, 1:100 

respectivamente, A los grupos VI y VH se les oonSlOOro como grupos C(mtrol donde no se 

agregó anticúerpo primario; para descartar falsos positivos por parte del anticuerpo 

secundario. Usando una düución 1 :20 det antiouerpo se-eundano para ambos grupos, y solo 

para el grupo VI s.e usó faloidinu rodruuinada ll. una dIlución de 1; 1OO. En todas las muestras, 

el anticllcrpo primano se incubó en cámara húmeda El 4 oC toda la noche~ al siguiente día $é 

agregó el anticuerpo secundario y se dejó 2 horas a temperatura ambiente, en seguida oc 

marcó actina F incubando con fa.loidina rodamiIlada por 20 minutos, despuós de cada paso las 

OJuestras se !{rvaron 5 veceS! en PBS~ Finalmente, las muestras se montaron agregando Vecta 

Shicld y cubriondo In preparación oon un cubreobjetos y fueron anali:atdas con 00 

microscopio de epil1uorescencía (36,43,54). 

CUADRO ¡, 

PRUEBA CON DIFERENTES DILUCIONF.S DE ANTICUERl'OS 


y fALOIDINA RODAMlNADA 


PRUEBA' 

en 

fluorés.ceinooo en cerdo) y faloidína rodaminada se ruobaron a d!fr;rcncres 

d:iluc¡ones~ "Cadft prueba se trabujó por triplkado~ 
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En tos grupos 1 y lf, se utilIzaron la misma. dilucíón de faloidina rodaminada {l:l OO} y de 

anticuerpo primario (120) variando solo Qt f1I'\ticuerpo secundario: 1:20 (grupo 1) y 1:100 

(grupo H} Para el grupo IIr, fnfoidina rodaroinooa se utilizó 1 :100, el anticuerpo pr1rn8fio en 

1.50 y s<:cwldario en l:10Q, TV y V se usó la misma difución do falo¡diJIIl rodaminB 

0'50) variando la de atrticuerpo primario: 1:20, 1 :50 y de anticuerpo sceundario 1-20) t JOO 

respectivamente. A los grupos VI y VfI se les oonSldero como grupos c<;Introl dond~ no se 

agregó anticuerpo primario; para descartar fa1so~ pos)thos por parte del anticuerpo 

s<:cundario. Usando UJla dilución 1 :20 del 1-\nll"r~~'[:rT'\n sc-cUIldáTio para ambos grupos, y solo 

para. el grupo VI se usó faloidina rodaminada n una dIluciÓn de L 100. En todas las muestras) 

el anticucrpo primmo se incubó en cámara húmeda ti 4 oC todn la noche, al siguiente día se 

agreg6 el anticuerpo secundario y se dejó 2 horas a temperatura ambiente, en seguída .¡¡8 

marcó acti1l3 F incubando con faloidina rodamulada por 20 minutos, después de cadn paso las 

muestras se lavaron 5 veceSl en. PBS~ Finalmente, las muestras se montaron agregando Vecta 

Shicld y cubriondo In preparacIón e<>n un cubreobjetos JI fueron anali:aidas con llll 

microscoplO de epifluorescencla (36,43,54), 

CUADRO 1, 
PRUE.BA CON DIFERENTES DILUCIONES DE Alf;¡mCUERPOS 

y r ALOIDIN.o\ RODAMfcNh\DA 

PltLIEBA" 

en 
flU Oré scein ado en cerdo) y fwoldina rodaminada S{J probaron a d:iü~ratres 
diluciones, *Cada prueba se trabajó por triplicado, 
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Ensayos de irmmnofluorescellcia. 


Las células RK-13 crecidas en cajas de 22 x 74 mm oon 8 pozos fueron infectadas a diferentes 


tiem~ ¡;on los cultivQS bacterianos de REPEC (MOl: 40). A partir de las 2 11 de inf~\;}Oti se 

tomaron muestras> con intervalos de 30 mio, basta las 5 l10ms y se fijaron con la me7;:;(a Par 

3% más glllta 1% durante 20 mm, se pcrmeabiTizaron oon Tritón X-lOU al 0.1% en PBS 

durante 10 minutos y se bloquearon con BSA al 1':/0 en PES durante 30 minutos. Después se 

agregó d anticuerpo anti-gelsolína (1<20) en PBS, se incubó en cámara humeda a 4 oC toda la 

noche; ro S!gu¡~.tQ día se el anticuerpo secundario fluorcsocinado (1 :20) en PBS y se 

dejó 2 horas a temperatura amo!ente. en se adIcionó faloidina. rodaminada paro marcar 

actin.a~F incubando por 20 ruin, después de cada paso las muestras se ltwaron 5 veces en PBS, 

Finalmente, las muestras se montaron agregando Vocta Shield y cubriendo la preparación con 

un cubreobjetos para ser ana1j¡adas al wicroscopio de confOCal Leiea TeS SP2 y de 

epiflllofcsconci. Leiea DM4500 B (24, 25, 

l! 

Ensayos de illmullofluoresC-eoda. 

Las células RK- t3 crecidllS en cajas de 22 x 74ll1m con 8 pozos fueron infectadas a diferentes 

tieU1~ oon los cultivos bucterianos de REPEC (MOl: 40). A partir de las 2 h de inf~ck>l\ se 

tornaron muestra.~) con intervnlos de }O min, haste las 5 hora" y se fijaron con la. me7--c(a Par 

3% más glüta 1% durante 20 min, se penneablrizaron con Tritón X-lOG al 0,1% en PBS 

durante ID minutos y se bloqucwon con BSA al lYo en PBS durante JO minutos. Después se 

agr~gó el anticuerpo autí-gelsoJína (1·20) en PBS, se incubó en cámara húmeda a 4 oC toda la 

noche; a1 sígui~ttt~ día se ~~regó el anticuerpo s~undario fluon:.~$ooiníldo (1 :20) en PBS y se 

dejó 2 horas a temperatura amb!eIlte. en seguida se adIcionó faloídi.na rodaminada para Ularcar 

actina·F incubal1do por 20 OlÍn, después de cada paso las rouesl.ras se lavaron 5 veces en PBS. 

Finalmef1te. las muestras se montaron agregando Vocta Shield y cubriendo la preparación con 

un cubreobjetos paca ser an31ü~¡adas al ruicroscopio de comocru Leiea TeS SP2 y de 

epiDuorescencia Leiea DM4500 B (24. 25, 57). 
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RESl!LTADOS 

Con la finalidad de determinar con que fijador o mezcla de fijadores se obtienen las imágenes 

adecuadas de células RKJ 3 en ensayos de inmunofluorescencia de doble marcajcr ~c 

realiUifon pruebas con varios fijadofCs /l, diferentes tiempos seleccionando el que 

permita la visualización de la marca de actina y geh'O]llltl con base en los siguientes 

parámetros cualitativos (Cuadro 2)' 

1) Locnliz.ocíón intracelular del fluorocromo 

2) Adecuada Ílltensidad de la fluorescencia 

3) Distribución cÜoplasmátlca de la fluorescencia para la gc1so1ina y visuwizllCtÓn 

adecuada de hlS fibras de act1na 

CUADRO 2. 

I'IJACIÓN DE CÉLliLAS R1(-lJ PARA 

Los fJjooores y el tiempo que dk;ron mejores resultados fueron la mezcla de paJ 3~/4 mas glutn 

1% durante 20 min (Fig. 3). ya que en estils preparaciones las célujas mostraron una mejor 

visualización de la marca de gelsolma y [leMa. En las ffilJi!'lStras prepar.adas alas 2 horas, con 

gluta 1%, la mezcla de Pai 3% COn Gluta 'l% y Kamoysky se visúalizaron clanllllcnte ¡¡;! 

marca de gei.solina., sin embargo, la marca de actinn perdió deftnición (Fig.!), en cambio, en 

las muestras fijadas con formaldehído 3,7% y con paf 3% mostraron las fibrns de estnS" 
¡¿ 

RESULTADOS 

Con la finalidad de determinar con que fijador o mezcla de fijadores se obtienen las imágenes 

adecuadas do célula;) RKJ3 en ensayos de inmunofluorescenclfl de doble marcaj~. se 

realiurron pruebas con varios fijadol'C3 11 diferenteS' tiempos seleccIonando el que mejor 

permita La VlSualizoción de la marca de IiClma y geb'Olinn c.on base en los siguKmtes 

parámetros cualitattvos (Cuadro 2)' 

1) Locnliz.ocíóll intracelular del fluorocromo 

2) Adecuada intensidad de la fluorescencia 

3) DistribUi;ión cÜoplasmálica de la lluorescmcia para la gc1so1ina y vismuiz.nctón 

adecuada de 11lS fibras de act1na 

CUADRO 2. 

RESUf .. TADOS llE LA PfUHKilA Uf. l~LJACIÓN DE CÉLlJ'LAS RK~13 PARA 

OBSEr.RVAR LA MARCA DE GELSOLlNA y ACnNA. 

t-rj Cun]¡;>lio c'oo los 3 patárne tros, (+f~) complió CDn 2 parámetros, (~) c~·i~'i:~hgron rÓ" 

ninguno de loS' parámetros, 

Los fij(l(Íores y el tIempo que dieron mejores rosultados fueron la me7..cla de paf 3% .. mas glutn 

1 % durante 20 mm (Fig, 3), ya que en es1as prepC'lr!lClones las células mostraron una mejor 

visunlizaclón de la: marca de gelsolma y acti:JHL En las m1Jestras preparadas n las :.: horas, con 

gluta 1%, la meula de Paf J% COn Gluta 1% y Karno"sky se v1súali7.ar'on claramente tí! 

ma:rca de gel.solina, sin embargo, la marca de act:inn perdió defmición (Fig.!). cn cambio. en 

las muestras ftjadas con formaldehido 3,7% y con paf J% mostraron las fIhms de esub, 
12. 



bien dcfmidas pero no asi la marcs de gcLsoli.oa (Fig. 1l A lh de fijación, con gJuta JO/o y 

Karnovsky se obsen'ó la marca de gclsolinn pero no !a de actina (Fig. 2} Con formaldchido 

),7% Y Pai 3% se mostró adecuadamente la marca de actina pero no la de gc!so!ina (Fig 2) Y 

con la mezcla de Paf 3% y gluta 1% se observaron ambas marcas adecuadamenLe (Fig. 2). A 

los 20 ruin, la ftiaciól1 COn gluta t% y Kamovsky se obtuvo una visualizaciótllldecuada de la 

marca de gelsolina pero no de acdl1a, con fortl1úlJchldo 3,7% y paf 3°/0- se logró observar 

claramente las fibras de estrés sin embargo ]a marca de gelsotlna no se visuali;¡r1), no obstante 

la fijación con fa mezcla de paf 3~'ü. y gluta i % permitió la observación de OCltna y g.otool'u<t 

(fíg 3). 

Dílut.joucs de [os ftntkuCtllos y faloidioR rodaminada 

Con el prOpóSIto de definir con que dilución de anticuerpo primaría (anti-gelso!ina), 

anticuerpo secundario (fluoresooinado) y faioidina rodami.nada se observa adecuadruncJ"lLe la 

marca de gdsolínu JI actina, se prepararon muestras de céiuías RK-13 fuándolas con paf3% y 

gluta 1% durante 20 minutos; posteriormente se perrneablli7..<lfon, bloquearon y se les 

adicionaron los anticuerpos y la faloidina rorlaminuda como se muestra en el cuadro 3. 

Se observó que usandQ la dilución 1;20 de anticuerpo primario, 1 '20 de anticuerpo secundario 

y 1: 100 de faloidina rodaminada permiti6 aprociar con claridad In illarca de ge!solintl (verde) y 

las fibras de estrés del eitoesque1elO de actina (rojo) en microC4Jpia coruooru y de 

epifIuorcsccncia (Fig. 4). Utiliumdo una dilución 1:20 y 1:50 de anticuerpo primario con 

1: 100 de anticuerpo secundario se obset"Vó una marca débil de gelsouna. Los Eaamcntos de 

actina se observaron de forma clara marcándolo$. con una diluci6n 1 100 Y t:50 de faJoidina 

rodaminada. La mnrca de 

secundarios, asi como tampoco la marca d:: actina cuando no se agregó faloidina rodruntnoda., 
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bien defmidas pera no usi la marca de gcLsoli.na (Fig. 1). A lh de fijación, con glutll 1% y 

Karnovsky se obseNó la marca de gclsolínn pero no ka de acuna (Fig. 2), Con formaldchído 

3.7% y Pa±" 3% se mostró adecuadamente la marca de actina pero no la de gclsolina (Fig 2) Y 

con la mezcla de Paf 3% y gluta 1% se observuron umbas marcas adecuadamente (Fig. 2). A 

los 20 ruin, la fljaciól1 con glula l% y Karnovsky se obtuvo una visualizac!ón lldecuuda de la 

marca de gelsolina pero no de actina, COIl fOrt11,úldchldo 3.7% y pru 3% se logró observar 

claramente las fibras de estrés sin embargo la marca de gelso~¡t1a no se visuali7.6, no obstante 

IR fijación con fa mezcla de pru 3% y gluta 1 % permitió hl observación de ncllna y g,elool;oa 

tfig,3). 

DiluC'ioncs de los noticl1erp-os S fftloidina rod:uninadfi 

Con el propósrto de definir con que dilución de anticuerpo primiIDo (antí-gelsolíM), 

anticuerpo secundario (fluoresceinado) y faloidina rodaminada se observa adecuadamente la 

marca de gdsolínu y actina, se prepararon múestras de células RK-13 fijándolas CCH par 3% y 

glul1l 1 % durante 20 minulos, posteriormente se penneabiJÍ7..Mon, bloquearan y se les 

adicionaron los anticuerpos y la faloidtms rodaminnoa como se muestra en el cuadro 3. 

Se observó que usando la dilución 1:20 de anticuerpo primario, 1'20 de anticuerpo secundruio 

y 1: 100 de faloidina rodaminada permitió apreciar con claridad la marca de gelsoljnf.f (verde) y 

las fibras de estrOs del citoesqueleto de actina (rojo) en microcópia coruooa! y de 

epifIuoresccncio (Fig. 4). Utililalldo una dilución 1:20 y ]:50 de untielleq>o pnm<rrio con 

1: toO de anticuerpo secw,dario se obset-vó una marca débil de gelsouna. Los fi!amenlos do 

ocUna se observaron de forma clara marcándolos. con una dilación 1: 100 Y 1:50 de faloidina 

rodaminada. La DHl.rca de g:cÍfiolina no se observó al. utiJúilr so~am<::n:t~ anttclJel'po1< 

secundarios, así como tampoco la marca de actina cuando no se agregó faloidina rodllll1im.Jda.. 

13 
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ClJADR03. 

RESt:Ll'ADOS DE LA DII,U<:IÓNDE Ac PRIMARIO, SECUNDARIO Y 

fAI,OIDL"IA RODAMI!'l¡\I),'\ I'ARA VISliALlZAR LA MARCA DE GELSOLlNA y 

Al1'lNA etLlJLAS RK-13, 

Ge!50lina Actina 

Rodllllli n,d. 

débilmente. 

Redliltl&miento ii los pt"destales y colocalizaci(~u de gdsolina COI1 Ilctina dUX"!Utté 

infección por REPEC 

Con lo finaUdad de ver la distribución de gelsolina durante la fortUilci6n de pedestales en la 

infección de c6lulas RK~13 con REPEC se prepararon muestras en diferentes tiempos 

postinfccción. 

A las 2 horas de infección se observaron pedestales de 2.77 ¡,¡m de longitud (en promedio), a 

lo largo de los cuales se observó marca positiva para gc1so1ina (verde), además se vio 

co!oca1ización con actina (rojo) como se muestra en la Eg. 5. A l{l$ :2:5 horas de infecc,ión se 

observaron pedestales de 5.18 J.lffi de longitud El lo largo de los cuales se observó 

reclutruniento de gelsohna,. además también 'S,; ,,10 colocalización con ¡l:ctirta (Fig. 6), 

A las 3 hQJ'il'> de ínfreción se identifiCaron pedzstales de 4.24 J,lffi de longitud (en promedio) n 

lo largo de los cuclcs se observó el reclutamrento de gelsohna (vorde) y que ésta colocaliza 

con acti1l8 (rojo) corno se mues!.nl en la 7, A las 35 hotus de infocción se observaron 

pedestales de 5-38 jJ.IU de longitud 3 lo largo de los cuales se observo reclutamiento de 

gelsolina.. además también se observó co!ocall:.'.ación C{)!t aChnl':l (Fig. 8). 
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CUADR03~ 

RESljL l'ADOS DE LA ... '.!i,¡¡.'VlIo.<.L ...... ,. DE Ac PRlMA.Rl01 SECUNDARIO y 

'Al .. OIDL~A ROPAMINAD.-\ f)ARA VISliAL1ZAR LA MARCA DE GELSOLlNA y 

AfTINA Ct::LULAS RK-U, 

débilmente. 

Red~'l:wnient(} a tos pedestales y colocaliz,:¡ció!] de gelsollna con Ilctina du~~,t;e IJ 

illfección por REPEC. 

Con ID finalidad de ver la d4s1ribucíón de gelso!ina durante la formaoi6n de pedestales en la 

infección de celulas RK·13 con REPEC S1; preparuroIl muestras en diferentes tiempos 

postinfección. 

A las 2 horas de infección se observaron pedestales de 2,77 ¡,¡m de longitud (en promedio), a 

lo largo de los cuales se observó marca positiva para gc1so1ina (verde), además se vio 

colocalíz3ción con actina (rojo) wmo se muestra en la 5, A tes 2,) horas de Ínfección se 

observaron pedestales de s.n ¡.tm de longitud a ]0 larga de los cuales se observó 

redutamicnto de gelsolína,. además también «;,.: .. 10 wlocruizBción con actina (Fjg. 6). 

A las 3 hora.r; de mfección se ¡denttücaron pede!\tah~5 <le 4.24 !lID de longitud (en prollledio) il 

lo largo de los curucs se observó el n:clutamrento de gelsohna (verde) y que ésta colocnlüa 

con actilla (rojo) como se muestrn. en la Fíg, 7, A las 3.5 hotus de infocción se observaron 

pedestales de S 38 !JIU de longitud ti 10 largo de los cuales se observó reclutamiento de 

gelsolína. a.demás también se observó co!ocaU:¡.ación c~n actln<l (Fíg. 8). 

14 
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A l., 4 heras de infeccl6n se observaron pedestales de n3 ~m de longitud a le large de los 

cuales se observó marca positiva parí' gei,olínn (verde), además se vio colúcaJi7ACión con 

actine (rojo) como se muestra en la 9, A las 4.5 horas de infección se observaron 

pedes.trues de 5.29 ¡¡ro de longitud a io largo de los cuales se observó reclutamiento de 

geisohna, ademas también se vio ooloc~izac¡6n con actina (Fig W). A las :; horas de 

infeccJón se observaron pedestales de 8.41 !loo de longitud a to largo de íos cuales Se observó 

tnftréa positivo puru gelsotina (verde), además se vio colocalización con actma (rojo) como se 

muestra en la Fig, 11, 

15 

A lAs 4 horas de ínfcccl6n se oboorvaron pedestales de 5.23 ¡.un de longitud él lo largo de los 

cuales se observó marca positiva parti (verde), además se vlO coloceJi~i6n con 

actina (rojo) como se muestra en 11$ 9, A las 4.5 horas de infección se observaron 

pedestrues de 5.29 J.lm de longitud a ~o largo de los cuales se observÓ reclutamiento de 

gclso'in~ además tambien se vio coloc~¡z.ación ron actina (Fig ¡ O). A 1as 5 horas de 

infeccJón se observaron pedestales de 8A 1 ¡.un de longitud a lo largo de ¡os cuales se observó 

marca positiva pnr!lgeIsotína (verde), además se vio ccloca1ización con actina (rojo) como se 

muestra en la Fig, 11, 
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ANÁLISIS USANDO DIFERENTES TIEMPOS DE FIJACIÓN Y DILUCIONES bE 

LOS ANTICUERPOS' 

Figura 1. Prueba de conservación de la aotigCDicidod CDD distintos fijadores durm te 2 b. 

Células RK13 fueron fijadas por 2h con los fijadores y mezclas de fijadores en estudio, g.luta 

1%, mezcla de par 3% mós gluta 1%, Karnovsky , par 3% y fonnalddúdo 3.7%. Se marcó 

gelsolinll con anticuerpos policlonalcs y llctina con faloidina rodaminada. 

F igu ra 2. Pruebll de cOD!lien'uci60 de la antigcnicidnd con distintos fijadores duranle 1 b. 

En este experimento las refutas RKI3 fueron fijodas por I h con los mismos fijadores }' 

mezclas usados en el experimento anterior. También se marcó gelsolina con anticuerpos 

policlonales y actina con fa10idina roclarninacla . 

Filif.1Ira 3. Prueba de conservación de la antige.nicidad COn distintos fijadorert duruur 20 

mino Para completar el estudio, células R.K 13 fueron fijadas so lo por 20 min COn los fLjadores 

en estudio. Se marcó igual gelsolilla y actina y se anuli/.aron los muestras por 

epifluorescencia. 

Figura 4. Estudio comparativo de diferentes diluciones de los anticuerpos y faloldina 

Todamínada. Células RK·13 fueron fijadas con la mezcla de par 3% más gtuta 1% durante 20 

mino Cadn muestra se incubó con diferentes diluciones de anticuerpo primario, seClUldario y,.. 
faloidina rodaminada. Al microscopio de epifluorescencia se observó que la dilución J:20 de 

Ac primario y secundllTío con 1: 1 00 de faJoidina rodaminad.a sc mostró adccu.:ldamenlo la 

marca de gelsolina y aelina, a diferellcia de la dilución 1 JO dc Ac primario y 1: lOO de Ac 

secundario donde se observó pobremente la marca de gelsolina. La marca de aclina se ve con 

claridad al utiüzar faloíd.ina rodarninado con una dilución 1 JO Y 1: 100. Al agregar sólo el 

antieuerpo sccundnrio se observó un fondo OSCIlfO lo que indica que no se presenta reacciones 

inespecificas del anticuerpo secundario. 

If:Las imágenes correspondientes a estas figurns se presentan en IDS siguientes páginas, se 

anotan Aquí los pies de figura debido al tamaño en que se presentan las mismas con el fin de 

poder observar con claridad los resultados. 
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USANDO DIFERENTES TIEMPOS DE FIJACIÓN Y DILUCIONES 

LOS A NTfCU ERPOS '" 

Figunl 1. Pru eba de cOIJSeI"'VIlci60 de la ,...,.. •.• b .. IUH..lUC .... COIl dislintos durlil'lte 2 b. 

Células RK 13 fueron fijadas por 21\ con los y mezclas de en estudio, 

10/0., mezcla de pnf 3% más g!uta 3% y formaldcrudo 3.7%. Se marcó 

con '1("I",nV\~ poTiclonaks y !leMa con faloídina roda..m.inada. 

2. Pruebli de cou§ervucinu de 1.0. llJltigenicidnd con distintos njadores durante 1 b. 

En este las celulas RK13 fueron fíjadas por 1 h con los mismos fijadores y 

mezclas usados en el expenmenl.O anterior. Tambien se marcó gelsolini3 con anticuerpos 

polielonales y actina con faloidina rodamino.da. 

3. Prueba de consen¡\ción de la 

mino Para el células RK13 fueron 

con distintos fijlldorel! ,lur'III'U .. 

solo por 20 min con los 

en eSludjo. Se marcó igual gelsotina y aclina y se a.n4lIi/.nron Jus muestras por 

4. Estudio comptu',stivo de diferentes diluciones de los fHU'lI"IIIPI1"1Il¡¡ y UII~l''''U.UUII 

rodamínada. Células RK·l3 fueron con la mezcln de paf J% más gluta 1 % durante 20 

mino Cada muestra se incubó con diferentes diluciones de secundario y 

faJoidina rodaminada. Al de epifluorescencia se observó que la dilución 1:20 de 

Ae y secundorio con 1: 100 de faloidina rodaminada se mostró la 

marca de gelsolina y aClinll, a diferencia de la dilucióll 1:50 dc Ac y 1: 100 de Ac 

secundario donde se observó pobrem.ente In marca de geIsolina. La marca de actina se ve con 

claridad al utilizar faloídína rodomínadll con una dilución 1:50 y LI00. Al agregar sólo el 

GlJ .. H~vLl""¡';"-' secl.1udario se observó \.ll1 fondo oscuro lo que indica ql1e no se presenta reacciones 

rnCS~~Clj]C€iS del Qn1',...1l.:>rr,,·\ secun dsrio. 

*Las imágenes correspondientes a estas figuros se presentan en l¡¡s se 

anotan los pies de flgmil debido al taruaño en que se presentan las mismas con cl fin de 

observar con claridad los resultados. 
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Figunl 1. Prueba de consenoación de la antigenicidlld con distinfos fijltdores 
durante 2 h. Ver pie de figura en la págIna 16. 
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Figura 2. Prueba de conservación de la antigcnícídad con disHntús fijadores 
durante 1 h. Ver pie de figura en l~. página 16. 
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__ --1...1_ .. , _ __ _ 
FigurA 3. Prueba de c·onservaciÓn de la anHgellic-id'ad con distintos fijadores 
du ra n te 20 m in. Ver le de Ci ura en la il!~inll._1:....:6~. ___ _ 

19 



20 

(--.l 
e 

« 



Figura 5. Análisis de la localización de Ilctina y gelsolina en células RK-tJ, 2 h 

después de SI!( inrectadas con REPEC. 

Cul¡ivos de células RK-13 fueron infeclados con REPEC duranle 2 h, 

posle riormente se prepararon las Inuestras para inmullo fluoresceneia como se 

describe en la melodología. (A) Pedcslales ricos en aetinD ( flechas azules) (B) 

Marca de gelsolin ::'l en pedestDles (flechas roj as). (e) Imagen soh repuesta de A y B 

donde se ohserva la eolocali:cación de Ifl marca de gelsoltna con ID marca de ac¡ina 

en los pedestales ( flechas blancas). Mi cl'Oseopia con focal , l20x. 
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Figura 5. Análisis de la locil)izllción de scrina y gelsolina en células RK-1.3, 2 h 
después de ser infeetadas con REPEC. 
Cultivos de cClulas RK-13 n.leron infectados con REPEC durante 2 h, 
posteriormente ~e prepararon las Inucstras para inrnullofluorescencia como se 
describe en la metodología. (A) Pedestales ricos en aclina (flechas azules) (B) 
Marca de gelsolinl'l en pede~IDles (flechns rojas) . (C) Imagen sobrepl1esta de A y B 
donde se observa la eolocali;l'(}ción de la marca de gelsoltna con la marca de ac¡ina 
el! los pedestales (flechas blancas). Mic)'oscopia con focal, 120)(. 
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Figura 6. Análisis de la localización de N;cfinll. y gelsolina en células RK· 13. 2.5 h 
despu és de scr inrectadR$ con RE PliC. 
Cu lt ivos de cél ulas RK-1 3 fue ron in fectados con REPEC durante 2.5 11 , luego se 
prepararon las muestras para inmunofluoreseencia como se deseri be en la 
melOdología. (A) Pedestales ricos en act ma (fh:chas azule s). (8 ) Marca de gelsol ina 
en pedestales (fl el:h us rojas). (C) Image n soh repuesta de A y B donde se observa la 
coloeali z.ación de la marca de gelsoli na con la marca de aelina en los pedestales 
(flechas blancas). Mieroscop ia con focal , 120x. 

22 

Figurs 6. Análisis de la localización de llctins' y gelsoli'na en células RK-lJ, 2.5 h 
después de ser infectadas con REPEC. 
Cultivos de ee!ulas RK·13 fueron infectados COl1 REPEC dumnLe 2.5 h, ltlego se 
prepararon las muestras para inmunonuoreseel,cia como se deseribe en la 
metodología. (A) Pedestale5 rico~ en acttna (t1e<.:has azules). (8) Marca de gelsolina 
en pedestales (Oecht1s rojas) . (C) Imagen sohrepuesta de A y B donde se observa la 
coloeal ización de I a marca de gelsolilla con I a marca de aelina en los pedestales 
(flechas bl¡¡ncas) . Mieroscopía confocal , 120x. 
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Figura 7. Análisis de la localización de actina y gelsolina en células RK.I), J h 
después de ser infectadas con RErEc. 
Cultivos de cdul!1s RK-13 fueron inreclados con REPEC durante 3 11 , seguido de 
esto se prepararon la.;; muest ras para inmunofluorescencia como se describe en la 
melOdologia . (A) rede~ tales ricos en aclina (nechas azules). (B) Marca de gelsolina 
en pedestales (flechas rojas). (C) Imagen sobrepuesta de A y B donde ~e observa la 
colocalizaelón de la marea de gel!'olina eOIl la marca de actina en los pedestales 
(flechas blancas) Microseopia conroeal, 240x. 
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Figura 7. A ná lisis dé la localización de actina y gclsolin a en células R K- 13, 3 h 
después de ser infectltdas con RErEc. 
Cultivos dc cCluli1$ RK-13 fueron in feClados con REPEC durante 3 h, seguido de 
esto se prepararon la<; muestras para inmunoflúorescencia como se describe en la 
mewdologia. (A) Pedestales ricos en aclina (flechas azules). (H) Marca de gdsolina 
en pedestales (flechas roj(js). (e) Imagen sobrepuesla de A y B donde ~e observa la 
colocalizaclón de la marea de gebolina con la marco de acUna en los pedestales 
(flechas bl ancas) M icroseopia con focal, 240x. 
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Figura 8. Análisis de la locali7..a ción de Rctina y gcl.~olina en células RK·I3, 3.5 h 
después de ser infectadAs eon REPEC. 
Cultivos de c¿lul as RK·13 fue ron infectados con REPEC durante 3.5 11 , en seguida 
se prepararon las mue stras para InmunofluorescencHl como se describe en la 
metodología . (A) Pedestales ricos en <tetina (fleehas azules). (D) Marca de gelsoltna 
en pedestales (flechas roja<;) . (C) Imagen sohrepuesta de A y B donde se observa la 
eo loeal i7..11eión de la mare!:! de gelsohna con la marca de ~cl in a en 105 pedes tales 
(/l echas hlancas). Mícroscopiu conroeal. 24 0x. 

,. 
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figura 8. Análisis dt la loc.aliuciÓn de Detina y gclsolina en células Rl<-13, 3.5 h 
después dc scr infectadRs con REPEC. 
Cullivos de células RK-13 fueron inreelados con REPEC durante 3.5 b, en seguida 
se prepararon las mUCSlrHS para Il\mUnOOuorescencl8 como se describe en la 
metodología . (A) PedeSlales ricos en ilClina (flechas azules). (O) Marca de gelsoltna 
en pedestales (Oechas roja,,) . (C) Imagen sohrepuesta de A y B donde se observa la 
coloeal iznción de la marCD de gelsolma (;on la marca de tlc/lna en los pedeslales 

(/lechas hlanC<ls). Microscoflíu conroeal , 240x. 
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Figurll 9. Análisis de 111 localización tic Retina y gclsoli.na en células ItK-lJ, 4 h 
después de ser illfectadlls con REPEC. 
Cultivos de cél ulas RK -1 J fueron mfe¡;Lados con REPEe durante 4 h, después de lo 
cual se prepararon las muestras para inmunof1 uore~cencia como se describe en la 
meLodologi a. (A) Pedestales ricos en aclina ( /lechas a7ules). (8) Marca de ge lsolina 
en pedestales ( Oecha'i rojas). (C) Imugen sobrepuesta de A y B donde se observa la 
colocalizaeión de ItI marca de gelsolin D con la marca de aClina en los pedestales 
(Oecho.s "Iancas). Microsconía con focal. 240x. 
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Fi(!urll ~. Análisis de )a localización de actina y gct!loJin3 en células I~K-1J, 4 h 
después de ser infectadas con REPte. 
Cultivos de c¿lulas RK-IJ fueron mre~l(ldos con REPlC durante 4 h, después de lo 
cual se prepararon las muestra!) para illl'nunofluores<.,:encia como se describe en la 
melodologia. (A) Pedestales ricos en actina (Ilechas 87ules). (D) Marca de gelsolina 
en pedestales (lleL:ha<; rojas). (C) Imugen sobrepuesta de A y B donde se observa la 
culocalizaeión de \1:) marca de gelsolino e{)n la marca de aCTina en los pedeslales 
(Iledlas hlancas). M icrosconía con focal. 24 O x. 
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Figura 10. Análisis de la locali:t.aeión de lIelina y gelsolina en células RK·t3, 4.5 
h después de se r infecladas con REPEC. 
Cultivos de células RK-I J flleron infcctados con REPEC durante 4.5 h, Iras lo l:l1al 
se prepararon las Jnues tra~ para inmunofluorc5ccnda como se describe en la 
metodología. (A) Pedestales ricos en aClina (flechas azul es) (B) Marca de gelsolina 
en pedestales ( fl echas rOJas). (C) Imagen sobrepues la de A y B donde se observa la 
coloeahzación de la marca de gelsolina con la matca de nClina en los pcdesLales 
( flechas blancas). Microscopia con focal , 240x . 
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Figura 10. AnlÍli.o¡is de la IOc.Blizllei6n de llctina y gelsolina en células RK~I3, 4.5 
h después de ser infectadas con REPEC. 
CultivoS de células RK-J) fueron inreetados con REPEC durante 4.5 h, Iras lo cual 
se prepararon las mueslra.~ pam inmunoHuoresccntin como se describe en la 
me[odolog.iil. (A) Pedestales ricos en aClina (flechas azules) (B) Marca de gelsolina 
en pedestales (Ilechas rOJas). (C) Imagen sobrepuesta de A y R dOJ1d~ se observa la 
colocal!ZDCión de la marca de gelsolina con la marca de actina en los pcdesLules 
(flechas blancas) . Microscopia confocal, 240:.< . 
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Figura 11. Análisis de la loclllización de actina)' gelsolina en células RK-J3, 5 h 

después de ser infedadas con REPEC. 

CUltiVOS de cdulas RK-U Fueron infectados con REPE C durante 5 h, 

posleriormenlc se prepararon las muestras para ill lllunotluorescencia como se 

describe en la metodología. (A) Pedeslales ricos en ftctioa ( fl echas azules) (H) 

Marca de gel solina en pedestales (flechas roj as). (e) Im flgcn sobrepuesta de A y B 

donde se observa la colocali7.ación de la marca de gelsolina con la marca de aClina 

en los pedestales (flechas blancas). Microscopia con focaL 240 >: . 
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Figura U. Análisis de la localización de ac:tina y gelsolina en células RK-J3, 5 h 
después de ser infcc:ladas con REPE:C. 
CUltiVOS de celulas RK-13 fueron infectados con REPEC durante 5 h, 
posteriormentc se prepararon las muestras para inllluno n Lloreseencia COI no se 
describe en la metodología. (A) Pedestales ricos en actioa {/lechas azules) (n) 
Marca de gel:wlina en pedestales (flechas rojas). (e) Im<lgel1 sobrepuesta de A y 8 
donde se observa la coJoealiz.ución de la mllrca de gelsolina con la marca de aelinll 
en los ))edcsta[es (/lechas blancas). Micro:;cooia con[oeaL 240x. 
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DISCUSIÓN 


La ftiación es un factor imponante para la visualización de las protelnas al real ilM ensayos de 

inmunofluorcsccncill (36, 54). Las pruebas de conservación de Ja antigcu.icidad en células 

utilizando diferentes fijadores y tiempos de fijación son muy útiles, en este caso, pennitió 

elegir el fijador y el tiempo más adecuado para visualizar la marca de gelsolina y actina en la 

misma preparación. Para nueslTOS experimentos la mezcla de fijadores utilizada fue paf 3% 

con gluta 1% durante 20 min o En comparación con 10 reportado por otras investigaciones 

donde para identificar las mismas proteínas se utilizaron distintas conccntraciones de otros 

fijarlores co,"o paraformaldehído 3% (29) Y 4% (44), fonnaldehído 3% (4). La fijncióo 

óptima depende de distintos factores como la concentración del fijador y el tiempo de fijnción. 

también es importante considerar la temperatura ambiente y el manejo post·fijación de la 

muestra (43). Los resultados obtenido~ al fijar células con un solo fijador como gluta 1% solo 

permitió la visualización dc la marca de gelsoli.1la pero na de actina. Por otra parte la fijación 

con paf 3% Yformaldehido 3.7 % si permitió la visuaJi zación de los filamentos de actina pero 

no de gclsolina. Se ha reportado que al utilizar un solo fijador es más frecuente que se 

provoquen cambios confonTIacionaJes en las proteínas y/o bloquear el acceso del reactivo co.n 

los epítopes antigénicos logrando así fulsos negativos (36). Los fijadores anteriores tienen 

limitaciones, por ello hnn sido probados en muchas combínaciones, algunas hnn demostrado 

ser excelentes fijadorcs como es en el caso de la mezcla paf 3% con gluta 1% en tiempos de 

20 min y 1 h de fijación utilizadas en este Irab¡:üo (46), sin embargo es importante mencionar 

que [a misma mezcla con un tiempo de fijación de 2 h na permitió visualizar la ruarca de 

acti.lla pero si la de gelsolina, igual que los resultados obtenidos con la mezcla de KaOlovsky 

en sus diferentes tiempos, reafirmando la idea de que el tiempo de fijación y el tipo de fijador 

si influye para la adecuada observación de las protelnas celulares. A lo largo de diferentes 

investigaciones, se ha observado que son múltiples los factores que pueden afectar la 

visualií'..ación de las proteínas en ensayos de lrununoOuorescencia y hasLa el momento no se ha 

logrado entender con certeza el mecanismo por medio del cu.allos ftindores in nuyen sobre la 

visualización de los proteinas (7, 33). Por ello se recomienda llevar a cabo pruebas de 

consccvoción de lo antigcnicidéld con dieerentes fijadores y mezclas de estos a distintas 

proporciones parn estandarizar las condiciones bajo las cuales se obtiene la visualización 

óptima de la proteína El estudiar. 

28 

La ftiación es un factor importante para la visualización de [as al rea!iznr ensayos de 

inmwlOfluorcsccncia (36, .54). Las pruebas de conservación de la anl.1fi:.(;W[~IU¡Ja cn células 

utiliznndo diferentes fijadores y tiempos de fijación son muy en este caso, permitió 

elegir el fijador y el tiempo más adecuado paro visualiUlI la marca de y actiua en la 

misma Pm<l nuestros lo mezcla de fijadores utiliUldo fue 3% 

l % durante 20 mino .En ('""mn .. .-!).,.";,,., con lo ,."..,...l\rt,,,·'I1\ por otras 

donde para identificar las m ismas se util izaron distintas concentraciones de otros 

corno 3% (29) y 4% (44), fonnaldehído 3% (4). La 

óptima depende de distiotos factores como la concentración del f'rjBdor y el de: 

también es considerar la temperatura a.J1lblente y el post·fijac(ón de la 

muestra (43). Los resultados obtenidoj; al fijar células con un solo fijador como gluta 1 % solo 

la visualización dc la marca de gelsolina pero no de actiDa. Por otra parte la fijación 

con paf 3% Y fonnaldehido 3.7 % sí la "isuoJización de los filamentos de oct'ina pcro 

no de gclsolina. Se ha reportado que al utilizar un solo fijador es más frecuente que se 

provoquen cambios conformacionaJes en las y/o bloquear el acceso del reactivo con 

los epítopes antigénícos logrando así frusos negativos (36). Los fijadores anteriores tienen 

IJmllwclclnes. por eHo han sido probados en muchéls combinRciones, algunas hM demostrado 

ser cxC€lentes fijadores como es en el caso de la mezcla 3% con 1 % en tiempos de 

20 min y 1 h de fijación utilizadas en este (rah lljO (46), sin elllbargo es LID!lontan:cc mellClOflar 

que la misma mezcla con un de de 2 h na visualizar In ruarca de 

actll.\a pero sí la de igual que las resultadas obtenidos con ta mezcla de Kamo\lsky 

en sus diferentes reafirmando la idea de que el de y el tipo de 

SI para la adecuada observación de las proooLnas celulares. A lo largo de direrentes 

investigaciones, se ha observado que san los factores que afeClllr la 

visualización de las proteínas en ensayos de ínmunoHuarescencill y hasla el momento no se ha 

logrado entender con certeza el mecanismo por medio del cUiJJ Jos fijadores sobre la 

",isuaJizaeión de las proteínas (7, 33). Por ello se recomienda llevar a coba de 

conservación de la lmtigenicidad con diferentes fijadores y mezclas de estos a distintas 

proporcíones para estandarizar las condiciones bajo las cuales se obtiene la vlsualiZ1.lción 

de la a estudiar. 
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Por otra parte, después de [a :infección de RK~13 por REPEC, esta induce la formación de 

etevncloncs ricas en actma llamadas pedestaK>sl por debajo de fa $uperfic!Q de COntacto 

intimo (31)) esto hace que este modelo sea útil para estudiar los mecanismos de patogenicidad 

bacterianos invo[ucrodos en la formación de pe<¡e,taJ,,, (l, 45, 56). Estas elevaciones están 

constituidas por filamentos de actina y lambiéii por t>roleíIla~ reguladora.,," de éstf:i, como la 

gelsolina (30), Goosney y coJ.~ observaron que la gelsofina es redutadn en tos pedestales a las 

5- h de infecd6n ,: con la fmalidad de estudiar !a dinúrnicJ de actina en tiempos mas térrrprauos, 

se infectaron células RK~ 13 con REPEC~ se tomaron muestras il diferentes tiempos de la 

infecci.ón y al ser pr()Ci;)sadas por inmullofluorcscellcl3 de doble marcaje se observó a las 2 

horas de infección una ruilfC4 intensa de en toda la extensión de los pedestales que 

se mantuvo constante en el tnntScurso de las drferentes muestras hasta las .) horas de 

infección, es importante tésaltar que la marca de gel.solín. oolocalllÓ con la de actíru en los 

pedestales durante todo el tiempo eSt1Jdiado. ro c:uru que la getsolinl1 puede estar 

Uevruldo a cabo alguna función en el pedestal. La gelsollna:. es una proteína scmüb[e a Ca21
- de 

dis(ribución citoplasmótica) cumple con la [unción de cortar mamen tos de actina, renlizar el 

recubrimiento por el extremo + de los fiüunentos cortados y generar extremos listos parn la 

polimerización al momento de desprenderse de estos, asirrdsma puede actuar como uli faclar 

nucleador para la formación de nuevos mamento~ de actino (15,40,62), Se ha sugerido que al 

rcclutarsc en el sitio de adhesión de EPEC, Ja gelsoHna promueve, por medio dei corte de los 

filamemos preexistentes, la formactém de pequeños fUamentos listos parft la Dolírn,eri'Jilj'¡')TI 

que dan ongen nI pedestai y mantlooCl) su estructura (22, 24), TaIHO los pedestales fonnados 

por EPEC como tns colas de actina de ús(itrta monocytogenes son estructuras que se 

considera semejantes entre sio en términos de composición)' dinámica (57) Se ha reportado 

que en experimentos in vivo e in VliTO, ~a gcJsolinn es reclutada en las colas de aerina entro las 

3 y 5 h después de la il1fección de la bacteria en la cotula hospedera, mostrando Wl patrón de 

distribución similar a! observado en los pedest11es de nuestros experimentos- utilizando ej 

modelo de infección RK~IJ!REPEC> a~j como también en las reportados por Goosney (241 

utilizando eí modelo de itlfección HeLalEPEC, en los que se observa locaUzadn El- todo tO 

largo de los pe<lcs(,lcs y colas de actin. (41 í 
Esw investigaciones sugieren que la funCIón de 1<1 gc1sotína ea h:::s colas de ac1ma se oa<;a en 

su naturaLeza intrínseca, combinando sus funCIones de corte de acti.lla-F, recubrimiento y 

d~,pten(li.rr,icllto de Jos mismos paTa la formación de nueves filamentos cuya finalidad es 

regular la potimenl.üCión de actina durll!ite el desplaz.anüento de te bacteria (4'.42). 
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Por otra parte, después de la :infeccÍón de RK~ 13 por REPEC, ésta induce la forrl:\ación de 

efevooloulSS ricas en actme llamadas f}e(leslrak:~. justo por debajo de la $uperútie d.e contacto 

rntuuo (31)) esto hece que este modelo sea útil piara, e$tudiar (os mecanismos de patogenícidad 

bacterianos lnvo[ucrodos en la fbnnación de pedestales (] > 45, 56)_ Estas elevaciones están 

constituidas por filamentos de actina y tamb~é~l .P'Qf pfoteina.:c; reguladoras de ésta., como la 

gelisollUUl (30). Goosney y coL~ observaron que la gelsofína es reclutada en t08 pedestales o las 

5- h de infecci6n; con in fmahdad de estudiar la dinúrnícn de acLina en tiempos más témpranos, 

se im:fec:lBrOl1 céltda~ RK~lJ con REPEC~ se tomaron muestrllS a diferentes tiempos de la 

il1rec:()~ón y al ser procesadas por inrnwlOfluorescencl3 de doble marcaje se observó a las 2 

horas de infección una ruarc:a inteU$tl de gelso1ina en toda la extensión de los pedestales que 

se manhn'o constante en el t:uIll$CUISO de 1&1 dJerentes muestras hasta las 3 horas de 

infección, es importante I'ésaltar que la marca de gelsol:ínl.'l colocaHlÓ con la de actlrui en los 

pedestales durante todo el tkmpo estudiado. lo cual sugiere que la getsolina puede catar 

llevando a cabo a.lguna fUllción en el pedestal. La gelsolína. es una proteína sel1:sible a Ca2
lo de 

distribuci6n citoplasmátiCB, cumple con la función de cortar fII.amentos de actin<l, realiz.ar el 

recubrimionto por el extremo + de kt5 filamentos cortadus y generar extremos listos para la 

polimeriz.a.ción al momento de desprenderse de estos, asimismo puede !lctuar como Ulí faclor 

nuc]eador para la formación de nuevos nlamentos de ilctino (J 5,40,62). Se ha sugeddo que al 

rcclutarse en. el sitio de i1dhesión de EPEC, la gelsoHna promueve, por medio del corte de los 

filament'Os preexJstentes, la [ormac.tón de pequeños mamenlos listos paffl lo polimed..r_¡t~n 

que dan ongen al pedestal y mantienC1n su estructura 24). Tamo los pedestales fonnados 

por EPEC como líls colas de actiha de ÚSfttrla l'ITOnocylogenes son estructura! que se 

considero semejantes entre sio en términos de composición dm6.nllCa (57} Se na reportado 

que en experimentos in vi',)() e in w"ro, la gcJsolmi) es reclutada en las colas de acrína entro las 

3 >' 5 h de la i11fección de la bactena en la célula mostrando un patrón de 

distribución similar al observado en los pedest,les de nuestros experimentos utilizando el 

modelo de infección RK~lJIREPEC> a~j como también en los reportados por Goosney (241 

utilizando el modelo de i~\fección HeLatEPEC, en los que se observa locaUL9da a. tooo lo 

largo de los y colas de actina (41), 

Estas sugieren que 18 funclón de 1:1 gclsotma en las colas de acllna se ba'itl ~ 

su natur1llcza intrínseca, combinando sus funCIones de corte de acti.na-F, recubrimiento y 

desprendimiento de Jos mismos parn la formación de nuevos filamentos cuyn finalidad es 

regulllr la po1.imeriU\Ción de !lctina. durante el desploz.anlitmto de la bacteria (4l. 42} 
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Lo función de la gelsotina en los pedestales no ho sido aclarada, sin embargo los indicios de 

otras investigaciones en conjunto con los resultados obterudos en estos experimentos, en los 

que se mueslr!l el reclutamiento de gel salina en el pedestal durante la lnfección de REPEC en 

células RK-13 y la eolocalización de ésta con la marca de ac.ina en todos los tiempos de 

infección muestreados, sugieren que probablemente la gelsolina regula el citoesqudclo de 

acOlla inmerso en el pcdestaJ combinando sus funeiones de corte de actina-F, recubrimiento y 

desprendimienlo de los mismos, con lo cual genCfB nuevos filamentos que en conjunto con 

otras proteínas mantie.nen la dinámica intrínseca del pedestal. 

... 

-
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Lo función de la en los no 110 sido sin los indicios de 

otras en con los resultados obtenidos cm estos en los 

que se muestro el teelutwníento de en el durante la infección de REPEC en 

células RK-13 la con La marca de acrína en todos los de 

infección mu:estresíOOS, que prOl:)aCi!eUlente la g¡;;I::'VIIIl<1 regula el Clt(iesC!Uelcto de 

actina inmerso en combínando sus funeiones de corte de recubrimiento y 

de!>pJ1:mdlmlenIO de los con lo oual genera .nuevos filamentos que en con 

otras mantie:tlen la dinámica intrínseca del ,._' _____ , 



CONCLUSIONES 


a. El fijador y el tiempo de [ljación que permilió la visualización adecuada de la marca de 

gelsolin-a y actina en células RK13 fue la me:t.cla de par al 3% oon gl uta 1% por 20 

mili. 

b. Las diluciones 1:20 de los anticuerpos primario y secundario, así como, 1: 100 de 

faloidi.na rodaminada utilizados en este trabajo proporcionaron las condiciones bajo las 

cuales se obtuvo la mejor visualización de ambas marcas en células RK13. 

- c. La gelsolina es reclutada a los ped estaJes ricos en actina [aonados durante la infección 

de las ce/ulas RK-13 con REPEC en todos los tiempos muestreados. 

d. LEl marca de ge!solina colocaJiu) con la marca de actlna en los pedestales sugiriendo 

lB participación de gelsolina en la fomlación y mantenimiento de los mismos . 

... 
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a. El fijador y el tiempo de fljación que p.ermi(ióla visualización adecuada de la marca de 

gelsoJina y actina en células RK13 fue la mel.cla de al 3% con 1 % por 20 

mino 

b. Las diluciones 1 :20 de los anticuerpos primario y secundario, así como, 1: 100 de 

faloidul3 rodaminada utilizados en este las condiciones las 

cuales se obtuvo la visualización de ambas mllTCas en células R.K13. 

c. La es rec1utadtl a los pedesUlles ricos en actina fonnarlos durante la infección 

de las células RK-13 con REPEC en todos los muestreados. 

d. La marca de 5"' ... vll. ... '" colocaliÍ'.,ó con la marca de aCtllla en los pe(!estal(~s Sllgllnerlao 

In participación de g,e1solinn en la fomlílción y mantenimiento de los mismos. 
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