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RESUMEN

El citoesqueleto es una red que le permire a la célula eucariota cealizar rearreglos internos con
el fin de darle forma y resistencia. Se constituye por filamentos de actina, micronibulos y
filamentos intermedios. El citoesqueleto de actina sc integra por la proteina actina y proteinas
reguladoras de ésta, como gelsolina, proteina sensiblo a Ca™” qua corta y recubre el extrema de
los filamentos de actina (“capping™). Lischerichia coli entesopatégena (EPEC) es una bacteria
Gram nepativa que provoca diarrea acuosa en humanos y animales. La principal lesion
histopatolépica dc EPEC es la lesion A/E (adherencia y borrado), que da lugar a ]a formacién
de unas estructuras ricas en actina llamadas “pedestales” como resultado de rcarreglos del
citoesqueleto de actina. La cepa O103 de £. culf enteropatdgena para conejo (REPEC) posee
mecaiismos de palogenicidad andlogos a EPEC, por (o que se utiliza como modelo pars
esmdiar [a dindmica de protcinas asociadas al citoesqueleto de actina durante su formacion y
mantenimuento de los pedestales. Con la finalidad de ver si gelsolina se recluta en los
pedestales y colocaliza con actina, asf como iniciar el estudio de Ja dindmica de esta proteina
durante la formacién de pedestales se infectaron células RK-13 con REPEC, se tomaron
muestras cada 30 min., a partir dc las 2 h postinfeccién hasta {as 3 b, despnés fueron
procesadas por inmunofluorescencia y analizadas al mjcroscopio confocal. Previamente a
esto, se realizaron prusbas de conservacion de la antigenicidad, utilizando varios (ijadores a
diferentes tiempos para seleccionar el que permitia visualizar tmejor la marca de gelsoling y
actina, también se evaluaron diferentes diluciancs de los anticucepos primario (anti-gelsolina
hecho cn cabra), secundario (anti-cabrs hecho en cerdo) conjupado con fluoresceina y
faloidina rodaminada para utilizar la mas adecuada. Al anélisis de las células RK-13 con ¢
microscopto de epifluorescencia, la mezcla paraformaldehido 3% con glularaldehido 1%
durante 20 min y la diluciéon 1:20 de los anticucrpos tanto primurio como secundario, 1:100
para faloidina rodaminada resultaron mas adecuadas para marcar gelsolina y acting,
respectivamente. Al infectar c€lulas RK13 con REPEC se observd que gelsolina se reclula a
los pedestales y colocaliza con aclina en todos los iempos de infeccién mvestreados. Se
sugiere que sus funcioues de corte, recubrimiento y desprendimiento de los filamentos
proexistenles se estén llevando a cabo con ta finalidad de generar extremos libres y contribuir

ep la polimerizacién de actina-F en estos.



INTRODUCCION
El citoesqueleto de las células eucartotas es una estructurs dindmica gue 3e encueutra inmersa
cn ¢l citoplasma dando fugar a una rod quc Ic da forma y resistencia a fa célule, también lc
permite desplazarse y realizar rearregles intemos para crecer y dividirse (2). El eitoesqueleto
se¢ compone de microfilamentos de acting, microtdbulos y filamentos intermedios, El
componenie del citossqueleto de acuna es le proteina homoénima que represeata més del 20%
de todas las proteinas celulares. La actina tiene [a propiedad de polimerizarse y
despolimerizarse, por lo que se encuentra en dos formas: actina monomérica o actina G y la
filamentosa o actina ¥ que s¢ forma por la polimerizacion de actina G. Los filamentos de
actina se carscterizan por sor polares, cooteaiendo un extremo posiivo (+) en dande s
polimenzacion es mayor y un expremo negahivo (<) en donde la polimerizacion es wenor (18),
La polimerizacion de actina consta de tres pasos: A) fase de nucleacidn: Es la asociacion
tnicial de 3 6 4 mondmeros de actina G-ATP, formando un oligdmero que representa al nicleo
dc polimerizacion, B) fase de elongacion: Fs la agregacion de actina G-ATT en ¢l extremo +
del oligomero parn formar wn filamenio y C) fase estacionaria: Se refiere al estado de
equihibrio entre la polimerizacion de achina G-ATP vy la despolimenzacion de actina G en su
forma ADP del filamento {(60}. El mecanismo de polimenizacion y despoltmerizacion de
acting, le confiere la caracleristica al citoesqueleto de ser wuy dwmdmico. Este mecasismo es
regulado por proteinas asociadas (ARPs) y de unidn (ABPs) a actna (19).
Dentro de las ABPs se encuentra una proteina Hamada gelsoling, la cual fue deseubierta por
Yin v Stossel en 1979, que se caracteriza por disolver la actma en ge) en acting e sol, de ahi
su nombre (53, 55). Gelsolina es una protedra monomérica de 42 kI?a gue se encuenira en el
citoplasma de todas las células eucariotas (538), con el aumento de la concentracidn
micromelar de calcio en el cifosol, sufre samibios conformacioneles y se adhiere con 4 de sus
6 dominios a {a actina F provoeando ek corte del flamento (13, 34, 38) También posee la
propiedad de quedar sdherida al extremo + del filarmento que ha sido cortado, a esta propredmsd
se le llama regubrimiento o capping. evitando asi la agrepacién de actina G o lax unide de
fragmentos entre si v en consecuenaia la elongacién de los mismes (47, 53). La gelsoling que
sc gneucntra cubriendo el extrerao + de la acting F y se desprendc con un proceso denominado
wcapping dependiente de fosfatidilinosital 4,5-bifosfato {(PIP:), generando extremos + que
propician 18 polimerizacién para formar nuevos filamentos cn forma rapida (8). Gelsolina
Jucga un papel importante en células de rapide desplazamiento, como neutrdfilos, macrofagos
d fibroblastos (5, 11, 61).
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Para que estas c€hulas puedan desplazarse es nccesaria fa polimerizacidn activs de actina-G
debsjo de la membrana plasmatica del barde direstor y con ta propulsidn de [a polimetizasion
se forman los lamelpodics, que son estruciuras planas y anchas ncas en acting esenciales para
el desplasemiento de la celula. El borde dirsctar es una estruotura dudmica que requiers el
recambio de acting F para fa eficiente protugién de fa membrana celular, donde (8 gelsolina
actia de manera imporfante al soordinar sus funciones de corte v rscubrimieuto. En pruner
lggar, Ueva a cabo el corte de log filamentos preexistentes Jo que propicia ta formacién de
nyevos filamentos que polimerizan para el desplazamicnto de la wmembrans celular v en
segundo lugar, genera zonas de despolimerizacion par medio del capping logrando el
rodireccionamicns del borde director (51, 52),

El ctoesqueleto de actina es manipulado por becterias paldgenas para su beneficio,
desencadenando mecanismos moleculares que les permiten miemalizarse, despliarse dentro
de la célula hospedera v pasar de una célula a otra comto por ejemplo Listeria monocytogenes
o bien colonizar extracelularmente como lo hace Escherrchia coli enteropatdgena (EFEC)
(28}, Listeria monocylogenes es un patdgeno wtracelular Gram-positivo, caracterizado por su
capacidad de inducir la poliumenzacidn de acting en uno de sus polos dando lugar a la
lormacién de estrusturas rcas en acting Jlamadas colas de octina que le proveen la fuerza de
propulsion para desplazarse dentro de Ja célula hospedera v entre las célulsy vecinas a esia
Las colas de actina son estructuras dimdmicas, s& harn reportado la idenulicacidn de proteinas
de unn a actina donde se croo que juegan un papel importantz en su formacién y
mantenimiento. Deniro de estas proteinas se ha encontrado reclutada la gelsolng a todo lo
largo de las colas y ye piensa que la gelsoling lleva a cabo funciones de corle v capping que
ayuda al reciclamients de monomeras de actina y 2 ta formactdn de pequefios filamentos listos
para la polimenizacién que cclaboran para ¢l desplazamiento de 1a bactenia (16, 41, 42). EPEC
es una bacteria Gram-negativa que cansa gastroentenils y problemas de mala absorcion
acompafiado de diarrcs aceosa persistente en individuos senos provocando cientos de miles de
muertss por afia, principalmente en paises subdesarroliados (48, 23). Ademds se han reportado
cuadros diaTcicos severos en animales jovenes (lechones, pazapos, termercs, corderos,
cachorros) asociados a EPEC (32, 33, 50, 04).

EPEC nduce una alteracion ustopatologica a nivel intestinal conocida como lesidn A/E (del

10gliés “sitaching and eflacing ) (14).
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La lesion se lleva a cabo mediante un mecanismo molecslar comnplejo, que induce la
reorpanizacidn del citoesqueleto de nctina teniendo como cousecucncia fa destruccidn de las
microvetlocidades y la formacién de elovaciones nicas en gotina llamadas “pedestales” en
donde |a bacteria se encuentra fuertcmente adherida a 1o célula hagpedera (26).

El mecanismo de patogenicidad de EPEC se hia caracterizada e 3 {ases: |} adhercocia poco
eslrecha, 2) ranslocacion de proteings efectoras y transduccidn de sefales, v 3) contacto
intimo y la farmiacién del padestal {12).

1} Adherencia poco estrecha

La adherencia es el proceso inicigl de la palogénesis, ¢ste puede ser separado en dos
fases, la prunera involucra la sdhergncia micial entre las bacterias formando microcolonias
wediedo por el pili BFP (Pitr formador de rizos) v la segunda como la adherencia de lag
microcolonias con s ¢élula hospedera cn un patrdn conocido como adherencia localizda
dependiente del flagelo (21, 49).

2) Transtocacion de faclares y transduceidn de seffales.

La adberencia de EFEC provoca lu aclivacién de cascadas de seftulizacidon en el
nterior de la célula huésped que conllevan a lz formacién de la lesion A/E. Los genes
resporigables de desencodenar estos procesos se gnoueniran codificados en unaz isla de
patogenieidad de 35.6 kb llamada LEE {del wglés “Locus of Enterocyte Effacement’™). que
codifica para las proteings que conforman al Sistema de Secrecidn Tipo Tres (SSTT), la
adhuvind bacteriana de membrena externa llamada intiming, asi como también para multiples
proteinas cfectoras conocidas coma Esp (del inglés “E. coli secroted pmtcins"’j y Tir (del
wglés “iranslocated intimin receptor”) (6, 20, 37). Bl SSTT le permite a EPEC secretar
pratelnas ¢ oyectarlos direciaments af citosol de s célula haspedera (17,32). Una vez en ef
citosal, Tir se inserta deniro de la mewibrana plasmética de la célula, exponiendo hacig el
espacio extracelular un dowinio conocido como TIBA (drcoa de unidn a intimina) actuando
como receplor para mminyg. Después de la unidn de Tir con inkimina, Tir es fosforilada en g
tirosina 474 (Tyvrd74) desencadenando cascadas de sefializacién intracelnlar (39).

3) Contocto intimo y 1a formacion del pedestal.

Una vez que Tir es fosforilado, ta proteina adaptadora Nek es reclutada con el sitto de
fosforilacién, posteriormente Nck atrse, intsracciona y activs a la proleina WASP (peadzina
del sindrome de Wiskott-Aldrich) ésta a su vez, activa al complejo Arp 273, este Gltimo imcia
la polimerizacion dc actina hacia ta zona donde Tir fue fosfoniada provocande la adhcrencia

con tnfima de la bacterca con la céluka hospedera y la formacidn del pedestal (27).



La potimerizacion active de actina  induzida por EPEC para lg (ormacién del pedestal esta
acompaiiada por el reclutamiento de otras proteinas reguladoras de actina, dentro de lag cuales
s¢ ha encentrado 2 Ja pelsclina, aunque adn no se ha descrito con ¢landad ia funcién de ésta en
el pedestal. se cree que su funcién puede ser semvejante a la que realiza en el borde director de
las células de rapido desplazamiento y en las colas de actma de Lisieria monocylogenes, en
donde lieva a cabo funciones de capping y corte, qus en conjunto con otras prolcinas
cifoplasmdticas regulm {2 dindmica del citoesqueleto de acting (24, 37, 41).

Ademas de EPEC, existen obros patdgenas que poseen la isla de patogenicidad LEE v tienen
la capacidad de producir fa lesion A/E (39, 10). Dentro de este grupo de paidgenos se
encuentra Escherichia coli enteropatogena para conejo (REPEC) la cudl se considera como
uno de los modelos mis relevantes para el estudio de fa patogénesis de EPEC y la formacién
de la leswn A/E et la célula hospedera (43). En nuestro laboratorio se ha logrado regroducir i
vitro la formacidn de pedestaler mfectando céiulas RK-13 con REPEC serotipo O103, Los
mecanismos moleculares que dependen de EPEC pars la formacion de la lesion A/E, lg
destruccion de las microvellosidades, la adherencis infima enlre la bacteria y la céhula
hospedera, v la {ormacion de los pedestales, han sido estudiados con detalle, pero los
mecanismos moleculares del citoesqueleto de actina para la formmeién de log pedestales adu
no han sido bien entendidos, st bien la gelsoling ya ha sido identificada en los pedostales
producidos por EPEC, no sz han realizade experimentos que !a ideanfiquen en diforostes
tiempos de la infeccidn. Can el propdsito de dar inicio al estudio de la dinkmica de fa
gelsalina durante ta formacidn de pedestales, se realizaron ensayos de inmunoflnorescencia
pata identificar gelsofing vada 30 men en células RKI3 infectadas con REPEC, proviaments se
realtzaron prugbas de conservacidn de la antigenicidad utilizando diferentes fijadores. mezclas
de ellos a tiempos variables, as{ como la eveluacidn de dilucion de los snlicuerpos (Aes) y

faloiding rodamineda para seleceionar Ja mejor opeicn,



OBJETIVOS

Ohjetino general
Identificar subcelalarmenie a la proteing gelsoling en célulss RK-13 durante la infeccion por

FEscherichia coli enteropatogena para consgjo (REPEC).

Objetivos particulsres

l. Realizar una prucba de conservacion do la anbgenicidad para la gelsolina y actina
uhlimutn diferentes fijadores para seleccionar el que permila su mejor visnalizagion.

2. Realtzar pruebag con difeventes dituciones de los anticuerpos primarios (anti-gelsoling) y
secnndarios {anii-cabra fluoresceinado hecho en cerdo) asi como de faloidina rodaminade
para seleceionar la combinacion que perniita viseatizar mejor la marca de gelsolina y actina

3. Establecer la cindtica de distribucion de la gelsolina al wnfoctar céfulag RK-13 con REPRC
por ¢l método de irmunofluorescencia,

4. Corroborar mediante wicroscapia confocal, la colocalizacién de la n.aarx:a de gelsoling con

la marca de acta en (o5 pedestales.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular:

En este trabsjo se utilizarop células RK-13 provenicnies de células epiteliales do rifidn de
conejo (ATCC-CCL37, Rockville, MD, USA), las cuales se propagaron inicialmente en
Medio Minimo Esencial (MEM) (Gibco, Grand [sland, N.Y.) suplementado con: aminoacidos
no cseaciales 1% (Gibeo), piruvato dc sodio al 1% (Gibeo), penicilina (100 Ulkml) |,
estreptomicina (100 ug/ml) (Gibco) y 10% de suero fetal bovino (SEBY (Gibco); en cajas para
cultivo cejular de 60 mm x 15 mm (Coming, NY) y inantenidas en atmésfera himeda con 5%
de CO, a 37°C hasta alcanzar una confluencia del 80%. Rutinariamente las células se
disgregaron cou 0.3 ml de tripsina al (0.25%) (Gibco) y EDTA (J.T Baker) 10 mM ep
solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) v s resuspendieron en un volumen de 2 ml para ser
comadas en un hemocitdmetro dc Neubmuer. Para su uso experimental las células fueron
scmmbradas en cajas de 22 x 74 mm con § pozos (Nalge Nunc Inc.,) a una densidad inicial de
5 X 10" célutas/pozo y se incubaron o 37°C en atmdsfera de 5% de CO, hasla alcanzar una

confluencia del 80% (aprox. 24 horas) (23, 29, 39).

Cuitivo bacteriano

La cepa que se utilizé en este trabajo fue: E22, Escheric/na coli enteropatdgenn para conejo
(REPEC) 0103. La cepa fue crecida en 2 ml de caldo Luna Bertoni (LB). se wacubé toda la
noche a 37°C en agttacion a 150 mpm. Al dia siguiente, el cultivo bacteriano (CB) se activé en
MEM sin suplementos utilizando una difucion 1:20 y se crecié a 37°C por 2 h en condiciones
estaticas, posteriormente s¢ lom6 una muestra de 10 pl y se midié su densidad dptica a 600

nm de longitud de onda (D.0. ew) (I, 10, 45)
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La cantidad de CB inicial para infectar las células se obtuvo medianie la signiente formula:

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

X 1000 = pldc CB
5% 108 X D.0. 40

En donde:
En nuestros experimentos ¢l numcero de células por pozo fuc de 100,000 y se considerd una
MOI de 40. La densidad dptica de 0.550 y Ja constante 5 X 10° se refierc a la cantidad de

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de E. coli con un valor de | en D.O. 600

Anticuerpos (Acs)

El anticuerpo primario (Ac) usado en este estudio fue el policlonal 1gG anti-gelsolina
producido cn cabra (Goar polyclonal 132G, Santa Cruz Biotech., Santz Cruz, CA)y como Ac
secundario se utidizd un policlonal 1g& cerdo anti-cabra conjugado con fluoresceina (Swine
anti-goat IgG fluorescein conjugate, Biosource, Camarillo, CA). El ciloesgueleto de actina fuc
marcado con faloidina acoplada a rodamina (F.R.) (Sigma-Aldrich, lac., St. Lous, MO) (24,

25),

Reactivos
Los fijadores fueron: Paraformaldehido 3% (Paf 3%) (Electrén Microscopy Sciences,
Hathield, PA), Glutaraldehido 1% (gluta 1%) (Merck Inc.), formaldehido 3.7% (J.T. Beker).

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



Camparacidn de fijadores como pruchas de comservacién de la antipenicidad de
profcings del citoesqueleto de actina

Se crecieron cdlulas RK-13 en cejns de 22 x 74 mm con § pozos, después fueron fijadas con
diferentes aldehidos como glutaraldehido 1% (gluta 1%), paraformaldetido 3% (paf 3%}, v
formaldehida 3.7%, asi coma con las siguientes mezclas: paf 3% con glula 1% y Kamovsky
{ paf 19 con gluta [.5% mas cloruro de caleio al 0.002 % ). La fijacion se realizd durante 20
min, { h. ¥ 2 h. Posteniormente fueron permcabiltzadas con Triton-X100 (0.1%) eu PBS
darante 10 min, (Sipma-Aldrich, Inc., St. Louis, MQ), v se bloquearon can Alblmina Serma
Bovina (BSA) al 1% en PBS durante 30 minutos (Research Organic, Cleveland), Después se
agregd el auticuorpo anb-gelsolina (1:20) en PBS, se incubd en camara himeda a 4 °C (oda la
noche, al sigutente dia se agregd el anticuerpo secundario en una dilucion 1:20 en PBS vy se
dejé 2 horas a temperaura ambicnte, en seguida se marcé con actina-F con faloidina
rodaminada (1:100) en PBS por 20 min. Después de cada paso las muestras se lavaron 5 veces
en PBS. Finalmente, las muesiras se montaron agregando Vecta Shield (Vestor Labaratorios,
Burkingsme, CA.) y cubriendo lg preparacién con un cubreobjetos, Les muesiras fueron

analizadas con un microssopio de eprfluorescencia Leica DM43500 B (7, 33).

Pruehg de difercntes diluciones de los anlicuerpos pritnarig, secosdwrio v Faloidina
rodaminsda.

Se crecieron células RK-13 en cajas de 22 x 74 mm con 3 pozos, después fueron fijadas con la
mezela paf 3% con gluta 1% durante 20 minutos. Las muestras se permeabilizaron con Triton
X-100 al 0.1% durante 10 min ¥ se blogquearon von BSA al 1% por 30 min, posteriarmente las
muestras fusron organizadas en 7 pruebas, cada una cou diferentes diluciones de los
anticuerpos primario, secundario v falioidina rodaminada, e¢stes pruebas sc realizaron por

iriplicado (Cuadro 1).



En los grupos Ty [I, se utihzaron la misme dilucién de faloidina rodaminada (1:100} v de
anticuerpo primario (1°20) vartando solo of anticuerpo secundario: 1:20 (grupo ) y 1100
(grupo i), Para el grupe 111, fatoidina rodsminada se uttlizd 1:100, &l anticuerpo primario en
1.50 y secundunio en 1,100, Grupos TV v V se usa la misma dilucidn do faloidina rodamina
(1-50% variando la de anticuerpo primario; 1120, 1:58 v de anticuerpo sceundario 1-20, 1100
respectivamente. A log grupos VI y VII se les congideré come grupos conirol domdé no se
agregd anbicuerpo primario, para descatar [alsos positives por parte del anticuerpo
secundano. Usando una dilucidn 1:20 del antiosrerpo secundario para ambos grupos, ¥ solo
para el grupo VI se usé faloidina rodaminada & una dducién de 1,100. En todas las muestras,
el anticucrpo primano se incubd en camara himeda & 4 °C toda [a noche, al siguientc dia se
agregd el anticuerpo secundario v se dejd 2 horas a temperatura ambiente, en seguida se
marchd actina F meubando con faloidina rodaminada par 20 minutos, después de cada paso Jas
miuestras se lavaron § veces en PBS, Finalmentc, las muestras se pontaron agregando Vecta
Shield y cubriendo ln preparacién con un cubrecbjetos y fueron analivadas con uoa
microscopio de epiflucrescencia (36, 43, 54),
CUADRO 1,

PRUEBA CON DIFERENTES DILUCHINES DE ANTICUERPGS
Y FALOIDENA RODAMINADA

DILUCIONM :
PRUEBA* Ac Prunarios FRE Ac  Seeundasia/ | Fi? PBS
| PBS :

T 129 120 {100

5 1,20 1:100 1
3 _ 1:30 L1090 1100

v 130 0 1:50

W 1:36 1100 1%

Vi 120 1104

Vil 120

Los anticuerpos primarios (anti-gelsolina hecho en cabra), secundano {anil-cabra
fluoresceinado hecho en cerdo) v faloiding rodamingda se probaron e dilorentes
diluctones. *Cada praeba se trabajd por triplicado.
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Ensayos de inmunaofluorescencia.

Las células RR-13 crecidas en cajas de 22 x 74 s son 8 pozos fueron infectadas a diferentes
tiempos con los cultivos bacterianos de REPEC (MOL 40). A partir de las 2 b de infuecion se
tomaron muesiras, con intervalog de 30 min, liastg Jag 5 boras v se fijaron con la mezcla Pal
3% mds gluta 1% durapte 20 min, se permeabilizaron con Tritén X-100 al 0.1% en PBS
durante 10 minutos y se bloquearon con BSA al 1% en PBS durante 30 minutos. Despuds se
agrego el anticuerpo ant-gelsolina (1-20) en PBS, se incubé en comara himeda s 4 °C todala
noche; al siguienty diz e agrogd el anticueipo secundario fluoresceinado (1:20) en PBS v se
dejd 2 horas o femperatara ambente, en seguida se adiciond faloiding rpdaminada pars marcar
actinna-F incubando por 20 win, después de cada paso las muestvas s lavaron 3 veces en PBS,
Finalmente, las muestras se montaron agregando Vecta Shueld y cubriendo la preparacidn con
un cubreabyetos para ser anahzadas al microscopio de confocal Leiea TCS SP2 y de

epifluorcscencia Leica DM4300 B (24, 25, 57).

{1
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RESULTADOS
Prueka de fijadores en cébwlay RKI3 pars by marca de gelsolinn.

Con [a finalidad de determinar con gue [jador 0 mezcla de (ijadores se obtienen las imagenes
adecuadas de células RKI3 en ensayos de inmunofluorescencia dc doble marcayps, s
realizoron pruchas con varios fijadores o diferentes tiempos selectionando el que mmejor
permaita la wvisualizacién de la marca de acbna v gelsolina con base en los siguientss
pardmetros cualitativos (Cusdro 2)

1y Localizacidn intracelular del fluorocromo

2) Adscuads intensidad de la fluorescencia

3) Distribuctén citoplasmdtica de la fluoresgencia para la gelsoling v visualizacidn

P4

adecuada de las fibras de acting

CUABRO 2.
RESULTADOS BE LA PRUEEA DE FIJACION DE CELULAS RK-13 PARA
OBSERVAR LA MARCA DE GELSOLINA Y ACTINA,

Celsoling Achina
Fijador 2h 1 20min 2 1% PALTTELY
' (Rutaraldchido % e * - o e -
Pal 3% « Glata 1% - 3 4 - p B
P Kanoveky - e & - R .
Paf 3% « - , - v
Formaidehido 3. 7% ST ¥ o

) Complid con los 3 parioostres, (+/-) complié con 2 pardmetros, (-) cumphd cen 1 ¢

ninguno de los parametros.

Los fijadores v ¢l tiempo que dieron mejores resultados fueton la mezcla de paf 3% mds gluta
1% durante 20 mun (Fig. 3}, ya que en csias preparaciones las células mostraron una mejor
yisunlizacién de la marca de gelsolna v acttna. En las musstras preparadas 2 las 2 horas, con
gluta (%, ln mezcla de Paf 3% con Gluota 1% y Kamovsky se visnalizgron claramente o
warca de gelsoling, sin embargp, la marca de actina perdid definicion (Fig.1). cn cambio. en

tas muestras fijadas con formaldehido 3.7% y con paf 3% mostraron las fibras de estrds
Iy



bieu definides pero no asi la marcs de gelsolina (Fig. 1). A th de fijacidn, con gluta 1% vy
Karmovsky se observd la marca de gelsolina pero no ta de actina (Fig. 2). Con formaldehido
3.7% v Paf 3% se mosiré adecuadamente la marca de actina pero no la de gelsolina (Fig 2)y
con la mezcta de Paf 3% v pluta 1% se observaron ambas marcaz adecuadsmente (Fig. 2). A
los 20 mw, la fjacion con glula 1% y Karnovsky se obtuvo una visualizacién sdecuada de la
marca de gelsolina pero no de sctina, con formaldehldo 3.7% y paf 3% se loprd observar
claramente las fibras de estrés sin embargo la marca de gelsolina no se visualizd, no obstante
la fijacién con fa mezcla de paf 3% y gluta 1% permifié ta observacidn de nclina v gelsoline
Fig. 3).

Diluciones de los anticuerpos y faloiding rodasninada

Con el propésito de definir con que dilucién de anticuerpo primario (aati-gelsolina),
anticuerpo secundario (flucrescsinado) v faloidina rodaminada e observa adecuadamenie la
marca de gelsoling v acting, se prepararon muestras de células RK-13 fijindatas con paf 3% y
glula 1% durante 20 minulos, posteriormente se permeabilizaron, bloquearon y se les
adicionaron los anticuerpos v 1a falotdina rodaminsda como se muestra en ¢l cuadro 3,

Se observd que usando Ta dilucidn 1:20 de anticuerpo primario, 120 de anticuerpo secundario
y 1:100 de faloidina rodasminada permitid apreciar con claridad In marca de gelsoting {verde) y
las fibras de estrés del citoesqueleto de actina (rojo) en microcopia confocal y de
epiffuorcsconcia (Fig. 4). Utilizando una dilucidn 1:20 v 1:30 de antieverpo primario con
{400 de anticuerpo secundario s& obsetvd una marca débil de gelselina. Los biamentos de
aclina se observaron de forma clara marcandolos con una dilocién 1:100 y 1:50 de falpidina
rodaminada. La moarca de gelsoling no se observd al ufilizar solamente anticuerpus

secundarios, asi coma lampoco la marca de actina coando no se agregd faloidina rodeminoda,
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CUADRG 3.
RESULTADOS DE LA DILUCION DE Ac PRIMARIO, SECUNDARIO Y
FALOIDINA RODAMINAIIA PARA VISUALIZAR LA MARCA DE GELSOLINA ¥
AUTINA CRLULAS RK-13.

Dnlsewdm

Anticuspe Gelsoling Acting
1° b
(28 F20 + +
(20 | 1L i Tt P
.50 1:100 F:100 . -
120 | 130 s + ] ¥
U507 To0 &) : .- ¥

I bz L:300 - ' +
- 1:20 - - -

débilmente.

Reclwtamiento 8 fos pedestales vy colocahzacinn de gelsolina conm actina dursste by
infecciée por REPEC.

Con In finalidad de ver Ja distribucion de gelsolina durante la formacidn de pedestales en la
infecoion de células RK-13 con REPEC ue prepararon muestras en diferentes tempos
postinfeccion.

A las 2 horas de infeccidn se observaron pedestales de 2.77 pm de longitud {en promedio), a
lo largo de los cusles se observd marca positiva para golsolina (verde), ademés se vio
colocalizacidn con actina (rojo) como se muesira en la Fig, 5. A fas 2 5 horas de mfeccion se
observaron pedestales de 578 pm de longtud a lo largo de los cudles se observd
reclutamiento de gelsolina, ademés también < +10 colocalizacidn con ectina (Fig. 6).

A las 3 hores de infeccién se identificaron pedestales de 4.24 pom de longited (en promedio) a
lo largo de los cumles se observé el reclutamienta de gelsohna (vorde) v que ésta colacaliza
con actina (rojo) como se muestre en la Fig. 7. A las 3.5 hotus de infeccidn se observaron
pedestales de 3 38 um de longimd a lo largo de fos cuales se observé reclutamienio de
pelsoling, ademdas también se observe colocalizacidn con actina (Fig. 8).

14
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A las 4 haras de infeccién se observaren pedestales de 5.23 um de longitud 2 lo largo de los
cuales se observd marca positiva para geisoling (verde), ademas se vio colocalizacidn con
actne (royo) como se muestra on le Fig. 9. A Ins 4.5 horas de infeccion se observaron
pedestales de 5.29 pm de longitud a fo lago de (os cuales se observéd reclutamrenw de
gelsobing, ademas también se vio colocalizacién con actina (Fig 10). A las 5 horas de
mnfeccién se observaron pedestales de 8.41 pai de longitud a lo largo de fos cuales se observd
tmgra posiliva para gelsolina (verde), sdemds se via colocalizacién con acting (rojo) como se

muesira ent la Fig, 11,
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ANALISIS USANDO DIFERENTES TIEMPOS DE FIJACION Y DILUCIONES DE
LOS ANTICUERPOS*

Figura 1. Prueba de conservacion de la antigesicidad con distintos fijadores durante 2 b.
Cétulas RK13 fueron fijadas por 2h con los fijadores y mezclas de fijadores en estudio, gluta
1%, mezcla de paf 3% méas gluta 1%, Kamovsky, paf 3% y formaldchido 3.7%. Se marco

gelsolina con anticuerpos policlonales y actina con faloidina rodaminada.

Figura 2. Prucba de conservucidn de la antigenicidnd con distintos fijadores durante 1 b,
En este experimento las células RKI3 fueron fjadas por } h con los mismos fijadores y
mezclas usados cn el expeamento anterior. También s¢ marcd gelsolinag con anticucrpos

policlonales y actina con faloidina rodaminada.

Figura 3. Prueba de conservacién de 1a antigenicidad con distintos fijadores durante 20
min. Para completar el estudio, célulag RK 13 fueron fijadas solo por 20 min ¢on {os fijadores
en estudio. Se marcod igual gelsofina y actina y se analizaron los muestras por

epifluorescencia.

Figura 4. Estudio comparativo de diferentes diluciones de los aaticuerpos y falnidina
rodaminada. Célutas RK-13 fucron {ijadas con la mezels de paf 3% mas gluta 1% durante 20
min. Cada muestra se incubd con dderentes diluciones de anticuerpo prumario, secundarto v
faloidina rodaminada. Al microscopio de epifluorescencia se observd que la dilucién 1:20 de
Ac primario y secundario con 1:100 de faloidina rodaminada sc mostrd adecuadamentc la
marca de gelsolina y actina, a diferencia de la dilucion 1:30 dc Ac primario y 1:100 de Ac
secundario donde se observo pobremente la marca de gelsolina. La marca de actina se ve con
claridad al utilizar faloidina rodaminada con una dilucién 1:50 y 1:100. Al agregar sélo ¢!
anticuerpo secundario e observé un fondo oscuro o que indica que no se presenta reacciones

mespecificas del anticuerpo secundario.

*Las imagenes correspondienics a estas figuras se presentan en las siguientes péginas, se
anotan aqui Jos pies de figura debido al tamafio en que se presentan las mismas con cl fin de

poder observar con claridad los resultados.
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GELSOLINA _

Glua 1%

Pal 3% + ehita 1%

Karnovsky

r Formaldehido 3.7 %

FigLrn 1. Prueba de conservacién de la antigenicidad con distintos ﬁjudnre;ﬁi
|.durante 2 h. Ver pic de figuraen la pagina 16.
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GELSOLINA ACTINA

Gluta 1%

- gluwa 1%

Pal 3%

Paf 3%

Formaldehido 3.7 %

Karnovsky

Figura 2. Prueba de conservacion de la antigenicidad con distintos
durante 1 h. Ver pic de figura ¢n la pégina 16,

fijadores |




5 ~_GELSOLINA ACTINA

Gluta 1%

Pal3% + gluta 1%

Pal 3%

Formaldehido 3.7 %

Karnovsky
. |

Figura 3. Prueba de conservacion de la antigenicidad con distintos fijadores
durante 20 min. Ver pie de (ipura en la pagina 6.
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Figura 5. Andlisis de la localizacion de actina y gelsolina en células RK-13,2 h
después de ser infectadas con REPEC.

Cultivos de células RX-13 fueron infectados con REPEC duranie 2 D,
posteriormente se preparacon las inucstras para inmunofluorescencia  como se¢
describe en la metodologia. (A) Pedestales ricos en aclina (fechas azules) (B)
Marca de gelsolina en pedestales (flechas rojas). (C) Imagen sobcepuesta de A y B
donde se ubserva Ja eolocalizacion de (a marca de gelsolina con la marca de actina
en los pedestales (flechas blancas). Micyoseopia confocal, 120x.
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Figura 6. Anilisis de la localizacién de actinz y gelsolina en células RK-13,2.3 h
después de scr infectadas con REPEC.

Cultivos de eétulas RK-13 tueron wintectados con REPEC durante 2.5 h, luego se
prepararon las muestras para inmunofluoreseencia  como se deseribe en la
metodojogia. (A) Pedestales ricos en acuna (flechas azules). (B) Marca de gelsolina
¢n pedestales (Nechas rojas). (C) Imagen sohrepuesta de A y B donde s¢ observa la
coloealizacion de la marca de gelsolina con la marca de aetina ¢n los pedestales
(flechas blancas). Miecoscopia contocal, 120x.
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Figura 7. Anélisis de la localizacién de actina y gelselina en células RK-13,3 h
después de ser infectadas con REPEC.

Cultivos de células RK-13 fueron infectados con REPEC duranie 3 h, seguido de
¢sio se prepararon las muestras para inmunoflugrescencia como se describe en la
metodologia. (A) Pedestales ricos en actina (fechas azules). (B) Marca de gelsolina
en pedestates (flechas rajas). (C) Imagen sabrepuesia de A 'y B donde se observa la
colocalizacion de la marea de gelsolina con la marca de aclina en los pedestales
(Nechas blancas) Microseopia confocal, 240x.



Figura 8. Anilisis de Ia localizacién de nctina y gelsolina en células RK-13,3.5 h
después de scr infectadns con REPEC.

Cultivos de ¢élulas RK-13 fueron infectados con REPEC durante 3.5 h, en seguida
se peepacaron las mucstras para mmunofluorescencla como se describe en la
metodologia. (A) Pedestales ricos cn actina (Neehas azules). (B) Marca de gelsolina
en pedestales (Nechas rojas). (C) Imagen sobrepuesta de A y B donde s¢ observa la
coloealizacion de la marea de gelsohina con la marca de actina en los pedestales
(Nechas blancas). Microscopia confoeal, 240x.
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Figura 9. Andlisis de la localizacién de actina y gelsolina en células RK-13,4 h
después de ser infectadas con REPEC.

Cultivos de células RK-13 fueron nleclados con REPLEC durante 4 h, después de lo
cual se prepararon las muestras para inmunofluorescencia coma se describe en la
metodologia. (A) Pedestales ricos cn actina (flechas arules). (B) Marca de gelsolina
en pedestales (ftechas rojas). (C) Imugen sobrepuesta de A y B donde se observa la
colocalizaeidn de 'a marca de gelsoling can la marca de actina en los pedestalcs
(flechas blancas). Microsconia confocal. 240x.
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Figura 10. Anilisis de 1a localizacién de actina y gelsolina en c¢élulas RK-13, 4.5
h después de ser infectadas con REPEC.

Culuvos de células RK-13 fueron infectados con REPEC durante 4.5 Iy, tras lo cual
s¢ prepararon las muesiras para inmunofluorescencia  como se describe en la
metodolozia. (A) Pedestales ricos en actina (flechas azules) (B) Marca de gelsolina
en pedestales (flechas royas). (C) Tmagen sobrepuestia de A y B donde s¢ obscrva la
colocalizacion de la marca de gelsolina con la marca de aciina en 10s pedestales
{Nechas blancas). Microscopia confocal, 240«.
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Figura 11. Andlisis de Ia localizacién de actina y gelsolina en célutas RK-13,35 b
después de ser infectadas con REPEC.

Culivos de cétulas RK-13 fueron infectados con REPEC durante 5 h,
posteriormente se prepararon las muestras para inmanofluorescencia  caino s¢
describe en la metodologia. (A) Pedeslales ricos en actioa (flechas azules) (B)
Marca de gelsolina en pedestales (flechas rojas). (C) Imagen sobrepuesta de A y B8
dondc se observa la colocalizacion de la marca de gelsolina con la marca dc actina
en los pedestales (flechas blancas). Microsconia confocal, 240x.
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DISCUSION

La fyacion es un factor importante para la visualizacion de las protefnas al realizar ensayos de
inmunofluorescencia (36, 34). Las prucbas dc conscrvacion dc la antigenicidad cn células
utiizando difercntes fijadores y tempos de fijacion son muy Otiles, en este caso, permitié
elegir ¢} fijador y €l iempo mas adecuado para visvalizar la marca de gelsolina y actina en Ja
misma preparacion. Para nuestros experimentos 1o mezcla de fijadores wnlizada fue paf 3%
con gluta |% durante 20 win. En comparacién con lo reportado por ofras mvestigaciones
donde para identificar las ynismas proteinas sc vtilizaron distintas concentraciones de otros
fijadores como paraformaldehido 3% (29) v 4% (44), forwaldehido 3% (4). La fijacién
6ptima depende de distintos factores como la concentracion del figador y el tiempo de fijacion,
también es importante considerar la tewperatura ambiente y el mangjo post-fijacién de la
mucstra (43). Los resuitados obtenidos al fijar células con un solo fijador como gluta 1% solo
permitié la visualizacién de la warca de gelsolina pero no de actina. Por otra parte la fijacién
con paf 3% y formaldehido 3.7 % si permiti6 la visualizacién de los filamentos de actina pero
no de gclsolina. Se ha reportado que al utilizar un solo fijador es mas frecuente que se
provoquen cambios conformacionales en las proleinas y/o bloquear et acceso del reactivo con
los epitopes antigénicos logrando asi falsos negativos (36). Los fijedores anteriores ticnen
limitaciones, por ello han sido probados en muclias combinaciones, algunas han demostrado
ser cxeelentes fijadorcs como es en el caso de la mezcla paf 3% con gluta 1% en tiempos de
20 min y } h de figacién utilizadas en este trabajo (46), sin cuibargo es umportante mencionar
que fa misma mezcla con un tiempo de fijacion de 2 h no permitié visualizar la marca de
actina pero si la de gelsolina, igual que los resultados obtenidos con la mezcla de Kamovsky
en sus diferentes tiempos, realirmando la idea de que el tempo de fijacidn y el tipo de fijador
st influye para la adecuada observacién de las protelnas celulares. A lo largo de diferentes
investigaciones, se ha observado que son miltples los faclores que pueden afeclar la
visualizacién de las proteinas en ensayos de mmunolluorescencia y hasta el momento no se ha
logrado entender con certeza el mecarismo por medio del cual Jos fijadores influyen sobre Ja
visualizacion de las proteinas (7, 33). Por ello se recomiends llevar a cubo pruchas de
conservacion de la  antigenicidad con difcrentes fijadores y mezclas de estos a distintas
proporciones para estandanzar las condiciones bajo las cuales se obtienc la visualizacién

éptima de la proleina a estudiar.
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Por otrs parte, después de [a infeccidn de RK-13 por REPEC, ésta induce la formacidn de
efevaciongs ticas en acting Hamadas pedestales, justo por debajo de [a superficie de contacio
intimo (31), esto hace que este modelo sea dtil para estudiar (os mecdnismos de patogenicidad
becterianos involucredos en ta formacién de pedestalas (1, 45, 36). Estas elavaciones estdn
constituidas por filamentos de actina y también por proleings reguladoras de ésta, como la
gelsolina (30). Goosney y col., observaron gue la gelsotina es reciutada en los pedestales a las
5 hude infeccibn; con la finalidad de estudiar la dindmica de aclina en Hempos mas wmpranos,
se infectaron oflulag RE-13 con REPEC, se tomaron muesiras a diferentes tiempos de ja
nleccidn ¥ al ser proezsadas por inmunofluorescencia de doble marcaje se observo a las 2
horas de infeccién una marcs intensa de gelsolina en toda [a extensidn de los pedestales que
se mantuvo constante en el wanscurso de las diferentes muestras hasta las 3 horas de
infeccidn, es importante resaltar que la marca de gelsoling colocalizd con la de actina en los
pedestafes durante todo et Hempo cstudiado. lo cusl sogiere que la gelsolina puede estar
flevando a cabo alguna funcién en el pedestal. La gelsoling, es una proteinn sensible a Ca®* de
distribueidn citoplasmatica, cumple con la funcidn de vortar filamentos de actina, realizar e
recubrimiento por ol extremo + de los filmnentos cortades v gererar extremos listos pava ta
polimerizacién al momento de desprenderse de estos, asimisma puede nctuar como un faclor
nucleador para la formacidn de nueves filamentos de acting (15, 40, 62). Se ha sugerxdo que &l
rechutarse en el sitio de adhestdn de EFEC, la gelsolina promueve, por medio def corte de los
filanzentos preesistentes, la formacidn de peguefios [llamentos listos para la polimerizawion
que dan origen ol pedestal y mantienen su estructura (22, 24). Tamo los pedestales formados
por EPEC como las colss de acting de Listeria monocylogenes son gstmcluras que se
considern semejantes entre si, on rminos de compasicidn ¥ dingmica (57). Se ha reportado
qué en experimentos in wyo & in vitro, la gelsoling ey roclutada en las colas de acting entre 1as
3 % 5 h despuds de la infeccidn de la bactena en la cclula hospedera, mostrando un patrén de
distribucidn similar al observado en los pedestales de nuestos cxperimentos utilizando of
modelo de infeccian RK-13/REPEC, asi como tembién en los reportados por Goosney (24},
utilizando el modelo de mfeccion HeLa/BPEC, en los que se observa localizads 2 tode lo
largo de los pedestales ¥ colas de actina (41},

Estes wnvestigaciones sugieren que ta funcidn de la gelsobing en Ias colas de actina se basa ¢n
su naturalera intrinseca, combinando sus funciones de corte de actna-F, recnbrimiento y
desprendimicnto do los mismos pars la formacién de nuevos filamentos cuyn finalidad es

regular la polimenizacian de actina durante el desplozamionto de 1a bacteria (41, 42).
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La funcidn de la gelsolina en los pedestales no ha stdo aclarada, sin embargo los indicios de
otras investigaciones en conjunto con {0s resultados obtenidos cn estos experimentos, en los
que se muestra el reclutamiento de gelsolina en el pedestal durante la wnfeccion de REPEC en
células RK-13 y la colocalizacién de ésta con la marca de actina en todos los tiempos de
infeccién muestreados, sugieren que probablemente fa gelsolina regula el citoesqueleto de
actina inmerso en el pedestal combinando sus funeiones de corte de actina-F, recubrimiento y
desprendimiento de los mismos, con lo cual genera nuevos filamentos que en conjunto con

otras proteinas mantieven la dindmica intrinseca del pedestal,
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CONCLUSIONES

El fijador y ¢l fiempo de fijacién que permifio la visualizacion adecuada de la marca de
gelsolira y actina en células RK13 fue la mezcla de paf al 3% con gluta 1% por 20

min.
. Las diluciones 1:20 de los anticuerpos primario y secundario, asi como, 1:100 de
faloidina rodaminada utilizados en este trabajo proporcionaron las condiciones bajo Jas

cuales se obtuvo la mejor visualizacion de ambas mwreas en célulag RK13.

La gelsolina es reclutada a los pedestales ricos en actina formados durante la infeccion

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

La marca de gelsolina colocalizd con la marca de actina en los pedestales suginiendo

la participacion de pelsolina en [a formacidn y mantenimiento de los mismos.
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