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RESUMEN. Antecedentes: Desde hace mas de 40 afios, tanto la centrifugacion diferencial como la centrifugacién por gradiente de densidad son
utilizadas para el aislamiento de organelos subcelulares. Sin embargo, en estas técnicas no siempre se conservan las propiedades biolégicas de
los organelos, por lo tanto, es necesario realizar modificaciones técnicas que permitan aislar organelos conservando sus propiedades bioldgicas.
Metodologia: Se obtuvieron monocitos derivados a macréfagos a partir de 180 mL de sangre periférica de voluntarios sanos. Los macréfagos
se infectaron con Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), homogenizaron mecanicamente y ultracentrifugaron utilizando un gradiente
de Percoll al 27%. Posteriormente, el homogenizado se fraccioné manualmente de acuerdo con su densidad en 30 fracciones.

Resultados: Los organelos fueron separados de acuerdo con su densidad. La membrana plasmatica con una densidad de 1.040 g/mL se
localizé en las fracciones 10-14. Los fagosomas y fagolisosomas con una densidad de 1.109 g/mL se localizaron en las fracciones 22-29. La
caracterizacion de los organelos subcelulares fue realizada mediante métodos fluorométricos especificos por la identificacién de acoplamiento
de biotina (membrana plasmatica), identificacién de fracciones conteniendo M. tuberculosis y de la enzima fagolisosomal -hexosaminidasa.
Conclusiones: La técnica de ultracentrifugacién en combinacién con técnicas enzimaticas es Util para aislar y caracterizar fagosomas, fago-
lisosomas y membrana plasmatica. Estos organelos estan involucrados en el procesamiento y presentaciéon de antigenos, su aislamiento es
crucial para el estudio de su papel en la respuesta inmune.
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ABSTRACT. Background: For over 40 years the differential centrifugation and centrifugation by density gradient have been used for the isola-
tion of subcellular organelles. However, these techniques do not always are preserved the biological properties of the organelles therefore is
necessary to make technical changes to isolate organelles conserving its biological properties.

Methodology: We obtained derived monocytes to macrophages from 180 mL peripheral blood of healthy volunteers. Macrophages infected
with Mycobacterium tuberculosis, homogenization mechanically and centrifuge using Percoll gradient to 27%. Subsequently, the homogenized
was fractioned manually according to their density in 30 fractions.

Results: The organelles were separated according to their density. The plasma membrane with a density of 1,040 g/mL was localized in 10-14
fractions. Phagosomes and phagolysosomes with a density of 1,109 g/mL were found in 22-29 fractions. Characterization of subcellular organ-
elles was performed by fluorometric methods for identifying specific, biotin coupling (plasma membrane), fractions containing the identification
of Mycobacterium tuberculosis and fagolisosomal enzyme 5-hexosaminidase.

Conclusions: The technique of ultracentrifugation in combination with enzymatic techniques useful to isolate and characterize phagosomes,
phagolysosomes and plasma membrane. These organelles are involved in the processing and presentation of antigens and their isolation is
crucial to study its role in the immune response.

Key words: Organelles, subcellular fractionation, ultracentrifugation, gradient of Percoll.

INTRODUCCION

El desarrollo de técnicas de fraccionamiento celular
son un medio para lograr el andlisis de la composicion
y propiedades de elementos celulares purificados. El
fraccionamiento subcelular es esencial para el desa-
rrollo de ensayos “libres de células”. Estos ensayos han
provisto de nuevas e importantes herramientas para
entender los mecanismos moleculares de las diversas

funciones celulares. La microscopia electrénica y con-
focal determinan la disposicion de los organelos y de
los grandes agregados macromoleculares en las células
y tejidos; sin embargo, muchos estudios bioquimicos e
inmunoldgicos requieren del aislamiento de organelos
subcelulares. La obtencion de estas estructuras aisla-
das tiene por objeto, fundamentalmente, el estudio de
diversas funciones como p. €j., la respiraciéon celular,
las vias metabdlicas de distintas fracciones como la
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microsomal, conocimiento de la estructura y funcion de
diversos tipos celulares como los eosindfilos,! incluyendo
la composicion y funcién de sus granulos, asi como los
estudios en los neutréfilos en donde se han reportado
la heterogeneidad, composicién y movilidad de sus
granulos utilizando gradientes de densidad.?

Existen dos métodos de fraccionamiento celular, el
primero es la centrifugacién diferencial; y el segundo,
la centrifugacién por gradiente de densidad. La centri-
fugacion diferencial es uno de los métodos mas amplia-
mente empleados, y es usado en los primeros pasos
en el fraccionamiento celular, ya que puede separar
rapidamente organelos grandes de los mas pequefios,
empero, tiene la desventaja de que la separacion pueda
serincompleta. La seleccién de la velocidad y del tiempo
de centrifugado dependera del tamafio, peso, densidad
y forma de los organelos de estudio. Este método es
capaz de separar diferentes fracciones, como la nuclear,
mitocondrial, microsomal y citosélica. La centrifugacién
por gradiente de densidad tiene la capacidad de combi-
nar la velocidad de sedimentaciéon mas un gradiente de
densidad como la sacarosa. Este método es empleado
cuando se necesita de un aislamiento de organelos sub-
celulares con una mejor pureza. La centrifugacion por
gradiente de densidad puede ser continua y discontinua.
Los primeros se caracterizan por sedimentacion a través
de un gradiente de densidad con altas concentraciones
de carbohidratos o sales de metales pesados. Existen
dos tipos de gradientes continuos, los preformados y
los formados in situ. Estos tipos de gradientes son Uti-
les para purificar acidos nucleicos como DNA, RNA y
microsomas. Los gradientes discontinuos se logran con
la utilizacién de azlcares como la sacarosa, la cual es
usada frecuentemente para la separacion de organelos
y virus; otros, son los polisacaridos como el ficoll, gra-
dientes usados para aislar, tanto células como organelos
y virus con la misma calidad, y la silica coloidal como
el Percoll. Este reactivo esta compuesto por particulas
cubiertas de silica polivinilpirrolidona de 20 nm, el rango
del gradiente va de 1.0-1.3 g/mL y esto va a depender del
tiempoy la velocidad del centrifugado, asi como con qué
se disuelva (puede ser con agua 0 con sacarosa), este
compuesto es ampliamente usado con éxito para aislar
células y organelos. El Percoll, por si mismo, tiene un
efecto estabilizador en las membranas de los organelos,
lo que mantiene su actividad enziméatica.?

Para la purificacién de organelos subcelulares se ha
usado la combinacion de la centrifugacién diferencial
con un doble gradiente de densidad. Por este método
se han aislado endosomas tempranos, endosomas tar-
dios y lisosomas con el objeto de analizar el papel de
estos organelos en la degradacion del material que fue
endositado.* También fueron aisladas membranas de le-

Aislamiento de organelos en células humanas

vaduras para conocer la composicion de sus lipidos.® De
igual forma, fueron aislados autofagosomas utilizando
un doble gradiente de densidad, lo que les permiti6 ca-
racterizar la composicién de proteinas y marcadores de
maduracién en autofagosomas de hepatocitos de rata.®’

En nuestro grupo nos hemos enfocado al estudio del
fagosoma como sitio de formacién de los complejos
péptidos micobacterianos-MHC clase 11.8 Los primeros
antecedentes fueron reportados en la década de los
noventa donde separaron compartimentos subcelulares
con el objeto de buscar formas funcionales de moléculas
de clase Il utilizando gradientes de densidad.®° En esta
investigacion usamos la técnica de ultracentrifugaciéon
utilizando un gradiente de Percoll al 27% para la puri-
ficacién de fracciones subcelulares, como fagosomas,
fagolisosomas, y membrana plasmatica de macréfagos
humanos infectados con Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis).

MATERIAL Y METODOS

Bacteria. M. tuberculosis cepa H37Ra, obtenida de la
ATCC#TB127. M. tuberculosis crecié en medio Mildrebro-
ok 7H9 durante 21 dias, se congelé y guardd en alicuotas
hasta su momento de uso. Las unidades formadoras de
colonias fueron determinadas en placas de agar 7H10 a
37°C, 5% CO, por 21 dias de incubacion.

Tincion de M. tuberculosis con FLUOS. La mico-
bacteria fue tefiida con FLUOS (5(6)-carboxyfluorescein-
N-hydroxysuccinimide éster). La tincion se realizé utili-
zando la micobacteria a una concentraciéon de 1-4x10°
en medio PBS pH 9.1. Se disolvié 1 mg de FLUOS en
50 uL de DMSO, y se afiadi6 al vial con M. tuberculosis
25 uL de FLUOS/DMSO, posteriormente, fue mezclado
10 minutos en agitacion.

Células y condiciones de cultivo. A menos que
se especifique lo contrario, las condiciones de cultivo
fueron 37°C y 5% de CO,. El medio de cultivo usado
fue RPMI 1640 (BioWhittaker, Walkersville, MD) suple-
mentado con 10% de suero fetal (HyClone, Logan, UT)
50 uM de 2-mercaptoetanol, 1 mM de piruvato de sodio,
2 mM de L-glutamina, 10 mM de HEPES, 100 U/mL de
penicilinay 100 ug/mL de estreptomicina (BioWhittaker,
Walkersville, MD).

Diferenciaciéon de monocitos a macréfagos (MDM)

Se obtuvieron 180 mL de sangre periférica de volun-
tarios sanos bajo consentimiento informado, y la apro-
bacién por el Comité de Etica del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas.
La separacion de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) fue por centrifugacion utilizando
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Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals, Inc.);
posteriormente, los monocitos se purificaron por ad-
herencia y cultivaron en botellas de cultivo de 75 cm?
en medio de cultivo RPMI suplementado con suero
humano al 10% durante 7 dias.

Fraccionamiento subcelular y aislamiento. Los
MDM se infectaron con M. tuberculosis H37Ra muer-
ta por calor a una multiplicidad de infeccion (MOI)
de 1:30, por una hora, seguido de diferentes tiempos
de procesamiento (30-180 min). Las células fueron
lavadas, despegadas y resuspendidas en 1 mL de
buffer de homogenizacion (sacarosa 0.25M, y 10 mM
de HEPES). Las células se homogenizaron en forma
mecdanica utilizando un homogenizador (Wheaton), y
el porcentaje de lisis celular fue determinado mediante
azul de tripano. La homogenizacion se detuvo al al-
canzar un 50 a 70% de lisis. Para eliminar las células
intactas y nucleos fue centrifugado a una velocidad de
800 rpm (150 g). Después, el homogenizado se centri-
fugd sobre una solucion de Percoll al 27% (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) a 23,500 rpm
(30,000 g) a 4°C durante una hora. El gradiente de Per-
coll del homogenizado se fraccioné de forma manual
en 31 fracciones de 320 uL cada una, desde la parte
superior al fondo del tubo. Para la caracterizacién de
fracciones fagolisosomales utilizamos la determinacion
de fg-hexosaminidasa. Brevemente, 50 uL de cada
una de las fracciones fueron incubadas con 150 mL
de buffer de reaccidn, el cual contiene 0.1M de &cido
morfolinetanesulfénico (MES), 0.2% de Tritén X-100, pH
6.5 y 50 mL de p-nitrofenil-acetil-3-D-glucosaminida.
Después de 90 min a 37°C fue parada la reaccion con
un buffer con glicina 0.5M, pH 10. La densidad 6ptica
se determind a 405 nm.

Para identificar las fracciones que contenian M.
tuberculosis la infeccion fue realizada a través de
M. tuberculosis/FLUOS (5(6)-carboxyfluorescein-N-
hydroxysuccinimide éster), y mediante fluorometria
(405 nm, Fluoroscan Ascent FL labsistem) se cuan-
tificaron las unidades de fluorescencia para cada
fraccion.

Para identificar las fracciones que contenian
membrana plasmaética, ésta fue marcada antes de
realizar el homogenizado con 0.5 ug/mL sulfa-NHS-
LC-biotina (Pierce, Rockford, 1l) 4°C por 30 minutos.
Brevemente, previo a la homogenizacién celular, la
membrana citoplasméatica fue marcada seguido de 10
ug/mL de estreptavidina-FITC (BD Bioscience, San
Diego, CA) a 4°C por 40 minutos. La fluorescencia
en cada una de las fracciones se determind mediante
fluorometria (Fluoroscan Ascent FL labsistem) a 405
nm y los resultados fueron expresados en unidades
de fluorescencia.

K Bobadilla, et al

RESULTADOS

Caracterizacion de las fracciones subcelulares de
acuerdo con su densidad

Para este estudio utilizamos CMSP, las cuales se purifi-
caron por centrifugacién sobre ficoll-hipaque, después,
purificamos los monocitos por adherencia y se dejaron
en cultivo por 7 dias, hasta derivarlos a MDM. Como uno
de nuestros objetivos fue la purificacion de los fagoso-
mas, infectamos a los macréfagos con M. tuberculosis
cepa H37Ra para permitir la formacién del fagosoma. A
continuacién, los macréfagos fueron resuspendidos en
un buffer con sacarosa 0.25M y 10 mM de HEPES, y se
realizd el homogenizado de forma mecanica utilizando
un homogenizador de vidrio para romper la membrana
celular de una forma controlada hasta obtener un 50-70%
de lisis, la viabilidad celular se analizé por tincion con azul
de tripano. De esta forma, en el homogenizado se obtuvo
una mezcla de células intactas, organelos y ndcleos, por
lo que se realizé una centrifugacién a una velocidad de
800 rpm (150 g) para eliminar células intactas y nucleos.
Posteriormente, el sobrenadante se centrifugd sobre una
solucion de Percoll al 27% a 23,500 rpm (30,000 g) a 4°C
durante una hora (figura 1). El gradiente de densidad fue
determinado mediante el uso de marcadores de densidad
(density markers beads) que comprenden el intervalo
de 1.03 a 1.136 g/mL, centrifugadas en el mismo buffer
compuesto por sacarosa 0.25M (figura 2).

El gradiente de Percoll del homogenizado se fraccioné
de forma manual en 30 fracciones de 320 uL cada una,
iniciando en la parte superior del tubo (fraccion 1) al fondo
del tubo (fraccién 30). Nuestros resultados muestran que
las fracciones 10 a 14 estaban en una region de baja densi-
dad en el gradiente de Percoll al 27%, lo que corresponde
a membrana plasmética de acuerdo con la densidad de
1.040 g/mL (figura 2). Las siguientes fracciones que anali-
zamos de acuerdo con su densidad fueron de la 22 ala 29,
las cuales se localizaron en una region de alta densidad, en
dicha regién se localizan los fagolisosomas con una den-
sidad de 1.109 g/mL (figura 2). También analizamos otras
fracciones, como las que van de la 15-20 que de acuerdo
con su densidad corresponden a compartimentos endo-
somales, con una densidad de 1.071 g/mL. Paratener una
mejor calidad de nuestra caracterizacién, corroboramos
los resultados de densidad, haciendo una caracterizacion
enzimatica mas especifica.

Caracterizacion enzimatica de fagolisosomas en MDM
infectados con M. tuberculosis

Para identificar las fracciones que contienen a los
fagosomas M. tuberculosis se marc6é con FLUOS
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densidad. Purificacion de monoci-

tos de sangre periférica utilizando
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Ndcleos y células =3 F =3 gradiente de densidad con Percoll
intactas T sux a_l '27% y _medlante ultracentrifuga-
— — cion se aislaron los organelos.
Fraccién 1 cada una de las fracciones mediante fluorometria. Los
—— resultados muestran la presencia de M. tuberculosis
marcada con FLUOS en las fracciones 22 a la 29
» en una region de alta densidad en el gradiente de
1 1.040 Membrana plasmatica

1.053 Endosomas tempranos

— — — 3 1.071 Comportamientos endosomales

1.109 Fagolisosomas

Fraccién 30

Figura 2. Perlas marcadoras de densidad. Estas perlas se
utilizaron para el aislamiento de los organelos de acuerdo con
su densidad. El rango de densidad de estas perlas va de 1.0-
1.3 g/mL mismo que coincide con la densidad de los organelos
subcelulares. Finalmente, se realiz6 el fraccionamiento para
la caracterizacion enzimatica.

5(6)-carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimide éster),
previo a la infeccién de las MDM vy se realiz6 el ho-
mogenizado mecanico seguido de ultracentrifugacion
sobre un gradiente de Percoll al 27%. Después fue
realizado el fraccionamiento subcelular y se monitorizé

Percoll al 27%, coincidiendo con la densidad de los
fagosomas (figura 3).

Siendo el fagosoma el sitio donde se inicia el pro-
cesamiento antigénico, es importante la adquisicion
de enzimas lisosomales provenientes de los lisosomas
como resultado de la fusion con los fagosomas. Por
lo que para poder identificar a los fagolisosomas de-
tectamos a la enzima lisosomal 3-hexosaminidasa en
las fracciones 23-29, las cuales corresponden con las
fracciones en donde localizamos a M. tuberculosis tefiida
con FLUOS e igualmente coincide con la densidad de
1109 g/mL (figura 4).

Dentro de los organelos importantes en la presen-
tacion antigénica esta la membrana plasmaética, ya
que es el destino final de los complejos péptidos-MHC
clase Il. La identificacion de las fracciones que contie-
nen membrana celular se logré mediante la técnica de
fluorometria con sulfa-NHS-LC-biotina, seguido de la
incubacién con estreptavidina-FITC. La fluorescencia
asociada a la membrana plasmatica de cada una de
las fracciones se determiné mediante fluorometria y
corresponde a las fracciones 10 a 14 en una regién de
baja densidad en el gradiente de Percoll al 27%, coin-
cidiendo con la densidad de la membrana plasmética
de 1.040 g/mL (figura 5).
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Figura 3. Aislamiento de fagosomas. Se observa la distribu-
cion de M. tuberculosis tefiida con FLUOS en las fracciones
22 a 29. Dato representativo de tres experimentos indepen-
dientes.
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Figura 4. Caracterizacion enzimatica de los fagolisoso-
mas. Observamos la distribucion de la enzima lisosomal
B-hexosaminidasa en las fracciones subcelulares 23 a 29
las cuales corresponden a las fracciones donde localizamos
a M. tuberculosis. Dato representativo de tres experimentos
independientes.

DISCUSION

El fraccionamiento subcelular como herramienta para el
estudio de la estructura, la composicion y la funcionali-
dad de los distintos organelos, vesiculas y compartimen-
tos celulares ha permitido su caracterizacién desde el
punto de vista bioquimico. En particular, nuestro grupo
de trabajo esta interesado en el estudio del procesa-
miento y formacion de complejos péptidos-MHC clase
Il a nivel fagosomal; y para ello, hemos implementado

Figura5. Aislamiento de la membrana plasmatica. Distribucion
de la membrana plasmética en las fracciones subcelulares.
La membrana fue marcada con sulfo-NHS-LC-biotin, se lavo
e incubo con estreptavidina-fluoresceina antes de realizar el
fraccionamiento. Dato representativo de tres experimentos
independientes.

la purificacion basada en las diferencias de densidad
de los distintos compartimentos en que se lleva a cabo
este proceso. En este trabajo reportamos el uso de ultra-
centrifugacion diferencial y de separacién por gradiente
de densidad; la combinacion de estas técnicas nos
permitié aislar y distinguir a la membrana plasmatica, a
los fagosomas, y a los fagolisosomas para estudiarlos
desde el punto de vista estructural.

La figura 2 muestra la densidad correspondiente
a cada compartimento. La membrana plasmatica fue
detectada en las fracciones 10 a 14 con una densidad
de 1.040 g/mL. Mientras que los compartimentos endo-
somales se detectaron en las fracciones 15-20 con una
densidad de 1.071 g/mL; por ultimo, los fagolisosomas
fueron detectados en las fracciones 22 a 29 con una
densidad de 1.109 g/mL. La identidad de los compar-
timentos fue corroborada mediante la deteccién de la
enzima fagolisosomal 8-hexosaminidasa o mediante su
caracterizacion por fluorometria. Estos valores coinciden
con los reportados en publicaciones previas por otros
grupos de trabajo, aun cuando el proceso de fracciona-
miento fue realizado de forma manual.®*?

La particularidad del método que aqui se describe re-
side en la aplicacién de la técnica de ultracentrifugacion
combinada con la caracterizacion enzimética de los fa-
gosomas, fagolisosomas y membrana plasmatica. Esta
técnica es la base para préximos experimentos en donde
se necesite conservar sus propiedades bioldgicas. Los
organelos aislados en este trabajo son importantes en
el procesamiento y presentacién antigénica de tal forma
que podria servir para el estudio de la formacién de
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complejos péptido-MHC, mediante el uso de ensayos
funcionales con células T. Existen otros métodos como
la electroforesis, donde detectan la unién de los pép-
tidos a los dimeros af de las moléculas MHC clase I,
con base en su estabilidad al tratamiento con SDS pero
dependen de la existencia de anticuerpos especificos
que permitan la identificacién del complejo por técnicas
inmunoquimicas.’*'? En contraste con esos métodos,
los ensayos de células T carecen de esa limitante y
permiten distinguir la localizaciéon de los complejos
formados con diferentes antigenos especificos.® Las
aplicaciones pueden ser diversas p. €j., huestro grupo
ha aplicado este método en el analisis de las cinéticas
del procesamiento de antigenos micobacterianos.81213
Se ha logrado hacer un monitoreo de la formacién de
los complejos antigeno especifico-MHC clase Il en el
curso del catabolismo antigénico y de su procesamiento.
Si bien, el seguimiento espacial durante una cinética de
procesamiento antigénico podria observarse con mayor
detalle mediante técnicas de microscopia electrénica
o confocal; dichas técnicas también requieren de la
deteccién inmunoquimica y no permiten la corrobora-
cién de que los complejos formados son efectivamente
biolégicamente activos, es decir, funcionales.’*

Sin embargo, nuestro enfoque no genera informa-
cion acerca del porcentaje de carga de las moléculas
de clase Il o del nimero de complejos formados. Para
obtener dicha informacién seria necesario combinar el
método aqui mostrado con alguna técnica bioquimica
o inmunoldégica. Una posibilidad es la combinacién de
los ensayos funcionales con una técnica inmunoquimi-
ca que ahada especificidad y capacidad cuantitativa a
nuestro método para poder detectar distintas especies
de complejos péptidos-MHC clase II.

Las aplicaciones particulares del método que se
describe dependen de las necesidades y creatividad
de cada grupo de investigacion, pero se propone aqui
como una herramienta de gran alcance y bajo costo
que podria implementarse en multiples laboratorios de
investigacién en inmunologia de la comunidad nacional.
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