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ABREVIATURAS 

 
 
 

AP Fosfatasa alcalina 

CBIP 4-cloro-5-bromoindolilfosfato 

EDTA Ácido etilen-diamino-tetra-acético 

ET Extracto total 

FM Fracción membranal 

IA Iodoacetamida 

kDa Kilodalton 

Na3VO4 Ortovanadato de sodio 

NaCl Cloruro de sodio 

NBT Azul de nitrotetrazolium 

NEM n-etil-maleimida 

p125FAK Cinasa de adhesión focal 

p130Cas Sustrato asociado a Crk 

p60Src Tirosin cinasa no receptora de 60 kDa 

PBS Amortiguador de fosfato salino 

PM Peso molecular 

PMSF Fenil-metil-sulfonil-fluoruro 

PSA Persulfato de amonio 

PY Fosfotirosina 

Pyk2 Tirosin cinasa 2 rica en prolina 

Rac1 Rho GTPasa de la Superfamilia Ras 
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SSTT Sistema de secreción tipo III 

TBS-T Amortiguador tris-salino-Tween20 
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TLCK n-Tosil-lisin-clometilcetona 

WB Western blot 

Yop Proteína externa de Yersinia 
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II. RESUMEN 
 

Yersinia pseudotuberculosis puede penetrar células del epitelio intestinal e invadir 

ganglios linfáticos mesentéricos, hígado y bazo a través de la interacción invasina-

integrina β1. En ensayos experimentales in vitro en diferentes líneas celulares, se 

ha demostrado la inducción de eventos de señalización por fosforilación en 

tirosina, involucrados en el proceso de captación bacteriana. En nuestro grupo de 

trabajo se demostró la presencia de una proteína integrina β1 en la membrana del 

eritrocito, que se sugiere participa en la interacción con el patógeno. Sin embargo, 

no habían sido descritos mecanismos que implicaran la inducción de transducción 

de señales, que incluyeran un aumento en los niveles de fosforilación en tirosina 

de la cinasa p125FAK, como resultado de la interacción Yersinia-eritrocito. 

Empleando ensayos de inmunoprecipitación e inmunodetección en fase sólida en 

eritrocitos sin tratamiento, demostramos por vez primera el patrón de niveles 

basales de fosforilación en tirosina, encontrando una proteína de 

aproximadamente 119 kDa inmunológicamente identificada como la cinasa 

p125FAK, fosforilada en su estado basal. Al realizar cursos temporales de 

infección in vivo, demostramos que las proteínas constitutivas del eritrocito 

infectado varían en cuanto a su patrón de expresión durante el proceso infeccioso, 

corroborando los resultados obtenidos por microscopía electrónica en los cuales 

se muestra una lisis gradual. Finalmente, se detecta un incremento en los niveles 

de fosforilación en tirosina en eritrocitos infectados, destacando la fosforilación 

diferencial de p125FAK. En conclusión, demostramos que la interacción Y. 

pseudotuberculosis con el eritrocito, a través del receptor integrina, provoca una 

señalización que involucra un incremento en los niveles de fosforilación en tirosina 

de p125FAK, una cinasa determinante en el proceso de captación bacteriana. 

 
Palabras clave: Yersinia pseudotuberculosis, fosforilación en tirosina, p125FAK, interacción 
invasina-integrina β1. 
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III. ABSTRACT 
 

Yersinia pseudotuberculosis can penetrate cells in the intestinal epithelium and 

invades mesenteric lymph nodes, liver and spleen through invasin-β1 integrin 

interaction. It has been shown in vitro experimental assays with different cell lines, 

that signaling events mediated by tyrosine phosphorylation are involved in the 

process of bacterial uptake. We have previously shown the presence of a β1 

integrin molecule in the membrane of erythrocytes, which participates in the 

interaction with the pathogen. However, there was no experimental evidence to 

support the induction of signal transduction through an increase in levels of 

tyrosine phosphorylation in p125FAK, as a result of the interaction Yersinia-

erythrocytes. By immunoprecipitation and immunodetection assays we 

demonstrated for the first time in non-stimulated erythrocytes, the presence of 

basal levels of tyrosine phosphorylation of a protein of approximately 119 kDa, 

immunological identified as p125FAK kinase. In temporary courses of infection in 

vivo, we demonstrated that the protein profile of infected erythrocytes varies during 

the infectious process, corroborating the results obtained by electron microscopy in 

which a gradual lysis of red cell was observed. Finally, it was possible to detect an 

increase in tyrosine phosphorylation levels in infected erythrocyte, within which 

highlights the differential phosphorylation of p125FAK. In conclusion, we 

demonstrated that the interaction Y. pseudotuberculosis-erythrocytes, through the 

integrin receptor, is a signal transduction process during which increased levels of 

tyrosine phosphorylation in p125FAK were detected, a kinase determinant in the 

process of bacterial uptake. 

 
Keywords: Yersinia pseudotuberculosis, tyrosine phosphorylation, p125FAK, β1 integrin-invasin 
interactions. 
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IV. INTRODUCCIÓN 
 

Yersinia pseudotuberculosis, una bacteria Gram negativa considerada como 

un patógeno intracelular facultativo, está ampliamente distribuida en la naturaleza 

y es responsable de síndromes gastrointestinales en diversas especies 1. La 

infección en humanos se debe comúnmente a la ingestión de alimentos o aguas 

contaminadas con excretas de organismos infectados 2. La bacteria es capaz de 

penetrar el epitelio gastrointestinal, donde se localiza extracelularmente, a través 

de la unión, invasión y transvasación de células M especializadas 3. Al penetrar el 

epitelio gastrointestinal, migra hacia las placas de Peyer, las cuales delimitan a los 

nódulos linfáticos del intestino, para posteriormente invadir bazo e hígado 4,5. Este 

microorganismo se ha asociado con la generación de complicaciones relacionadas 

con la post-infección produciendo artritis reactiva 6 o eritema nodosum, sugiriendo 

incluso que es uno de los agentes causales del síndrome de Kawasaki 7, una 

vasculitis aguda autolimitante que afecta predominantemente a los niños y 

adolescentes. 

Y. pseudotuberculosis posee genes que codifican para factores de virulencia 

entre los que incluyen factores que promueven la expresión del sistema de 

secreción de tipo III (TTSS) 8-10. Bajo ciertas condiciones restrictivas, dirige la 

síntesis de un complejo de aproximadamente 12 proteínas, de las cuales cinco 

poseen actividad catalítica, YopH, YopP, YopE, YopO/YpkA, y YopT 9. Cumplen 

funciones importantes en la prevención de la fagocitosis de la bacteria por 

macrófagos, neutrófilos y/o células epiteliales 10-13. Además, posee ciertas 

adhesinas como la proteína YadA, Ail, el antígeno pH 6 y finalmente la invasina 14. 

YadA forma parte del regulón Yop, es multifuncional y se considera una de las 

adhesinas más importantes, ya que promueve la unión a las células epiteliales y 

fagocitos profesionales 15. YadA interactúa inespecíficamente con integrinas de 

tipo β1, estableciendo puentes de interacción con componentes de la matriz 

extracelular como: laminina, colágena y fibronectina 16. La invasina, una proteína 

de membrana externa codificada en el cromosoma bacteriano, es la principal 

adhesina involucrada en la adhesión e internalización de la bacteria a las células 

eucarióticas vía interacción específica con la porción β1 de las integrinas 17,18. 
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La sobrevivencia de Y. pseudotuberculosis depende de la eficiencia de la 

interacción invasina-integrina β1, lo cual garantiza el contacto célula-célula, la 

internalización y la replicación en sus células hospederas 19. Al unirse a la 

integrina se promueve la activación de señales citoplasmáticas específicas 

activando vías de señalización dentro de la célula generando la fosforilación de 

proteínas específicas y la reorganización del citoesqueleto de actina hasta formar 

pseudópodos que envuelven a la bacteria para favorecer su internalización 20. En 

el modelo de interacción Y. pseudotuberculosis-célula hospedera, se han realizado 

ensayos experimentales infectando diferentes líneas celulares como células HeLa, 

fibroblastos, macrófagos, neutrófilos e incluso plaquetas, evidenciado in vitro, la 

inducción de eventos de transducción de señales por fosforilación en tirosina, 

generando una variedad de señales intracelulares, como la activación de tirosina 

cinasas, la activación de cascadas que involucran a las MAP cinasas y la 

fosforilación de proteínas asociadas al citoesqueleto como la familia Rho de 

GTPasas pequeñas21,22. Una de las proteínas involucradas en la internalización de 

Y. pseudotuberculosis es Rac1, ya que determina el destino final de la bacteria 

dirigiendo la formación de los lamelipodios membranales, involucrados en la 

formación de la copa fagocítica 23. Existe controversia con respecto al papel de la 

activación de diversas proteínas que incluyen a p125FAK (cinasa de adhesión 

focal), p60Src y p130Cas, las cuales están implicadas en la dinámica del 

citoesqueleto. Sin embargo, no se sabe si estas proteínas dirigen la formación de 

la copa fagocítica o si modulan la entrada general de la bacteria. En el caso de 

p125FAK, ésta puede dirigir la unión de proteínas al dominio citoplasmático del 

receptor integrina, su ausencia conduce a la rigidez del citoesqueleto que puede 

prevenir el reclutamiento de factores importantes que promueven la 

internalización24. De manera que p125FAK podría ser parte de un complejo 

multimérico que relacione la activación de Rac1 hacia integrinas después de la 

interacción con la invasina. 

Feodorova y Devdariani 25 demostraron que Y. pestis es capaz de invadir 

eritrocitos para obtener los nutrientes necesarios que le permitan su persistencia y 

una replicación activa, lo que nos podría sugerir la interacción con receptores 

específicos con la consiguiente transducción de señales que permita su 

permanencia en el hospedero. Investigaciones recientes desarrollados en este 
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grupo de trabajo han demostrado que una de las células que sufre alteraciones 

durante el desarrollo de la enfermedad provocada por Yersinia pseudotuberculosis 

es el eritrocito, en el cual se evidenció la presencia de un receptor integrina β1 que 

permite la interacción con dicha bacteria 26. Durante la interacción Yersinia-

eritrocito se pueden estar disparando eventos de señalización por fosforilación en 

tirosina de forma similar a lo que ocurre en otros tipos celulares cuando 

interaccionan con fibronectina. Sin embargo, no existe evidencia experimental que 

sustente un aumento en los niveles de fosforilación en tirosina que activen a 

proteínas como p125FAK. Por lo que el objetivo de este trabajo fue establecer los 

niveles de fosforilación basal y de p125FAK en el eritrocito, además de evaluar los 

cambios provocados durante el proceso infeccioso. Al definir si en este tipo celular 

se desencadena una cascada de señalización por fosforilación en tirosina en la 

que esté involucrada la proteína p125FAK, podremos establecer los primeros 

mecanismos moleculares de respuesta que se desencadenan en el citoesqueleto 

del eritrocito a consecuencia de la interacción con Y. pseudotuberculosis. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Anticuerpos 

Los anticuerpos utilizados: anti p125FAK (mAb, 2A7; Upstate Biotechnology, 

Lake Placid, NY). Anti-PY20 (Zymed laboratories, invitrogen immunodetection, 

Eccles Avenue, South San Francisco), anti-PY (mAb, AFT8, Instituto de 

Investigaciones Biomédicas, UNAM, México), anti-IgG acoplado a fosfatasa 

alcalina (Santa Cruz, Biotech.) y anti Integrina-β1 (Santa Cruz, Biotech.). 

Cepa bacteriana 

Se utilizó la cepa NCTC 8315 de Yersinia pseudotuberculosis, cuya virulencia 

fue obtenida por pases en ratón BALB/c. 

Cultivo bacteriano 

Para el cultivo de Yersinia pseudotuberculosis. Se tomaron 50 µl y se 

inocularon en un matraz con 50 ml de de Caldo soya tripticasa (CST) incubándose 

por 24 h a 35 oC en agitación constante, hasta alcanzar una densidad óptica de 

0.7 a una absorbancia de 600 nm. Esta densidad corresponde a un inóculo de 

100,000 UFC/ml. Posteriormente se tomó 1 ml del cultivo y se centrifugó a 3500 

rpm durante 10 min, para obtener el paquete bacteriano.  

Modelo experimental 

Se emplearon 30 ratones machos de la cepa BALB/c de 20-25 g de peso, 

clínicamente sanos y fueron manipulados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana 

para el manejo de animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) 27, además de la 

Norma Oficial Mexicana para la protección ambiental, salud ambiental, residuos 

peligrosos biológicos-infecciosos (NOM-087-ECOL-SSA1-2002)28.  

Vía de inoculación y sangrado de ratones. 

Los ratones fueron clasificados en tres grupos: Control sano (6), controles de 

inoculación (12) y problema (12). Para el grupo de ratones problema, se infectaron 

con Yersinia pseudotuberculosis por vía intraperitoneal con 100,000 UFC/ml 

contenidos en un volumen de 100 µl de PBS estéril. Se permitió el desarrollo de la 

enfermedad durante 48 h en intervalos de una hora, se obtuvo sangre de la cola 

de los ratones, mediante un corte con una hoja de bisturí estéril, recolectándose 
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40 µl de sangre manteniéndola en un tubo estéril con 60 µl citrato de sodio al 5 %, 

como anticoagulante. 

Purificación de eritrocitos  

Los eritrocitos se purificaron mediante el método de Ficoll-Histopaque 29. El 

procedimiento se realizó de la siguiente forma: De la sangre obtenida se realizó 

una dilución 1:2 con PBS 1X. En el fondo de un tubo se depositaron 200 µl de 

Ficoll-Histopaque 1077, posteriormente 200 µl de sangre diluida en PBS. La 

muestra se centrifugó a 2600 rpm durante 10 min a temperatura ambiente (TA), al 

término de la centrifugación, el sobrenadante se decantó  y el paquete celular se 

lavó 2 veces con PBS 1X a 1400 rpm durante 10 min, se eliminó el sobrenadante 

(SN). 

Lisis de eritrocitos y obtención del extracto celul ar total y fracción 

membranal 

Obtención del extracto total: los eritrocitos previamente purificados se lisaron 

por 20 min en amortiguador de lisis (Tritón x-100 al 2%, Tris-HCl (pH 7.4) 100 mM, 

NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, NaVO3 10 mM y TLCK 1 mM, NEM 1 mM e IA 1 mM). 

Posteriormente se sometió a agitación 5 veces durante 1 min con reposo de 3 min 

en hielo 30. 

Obtención de la fracción membranal (fantasmas de eritrocitos): a los 

eritrocitos purificados se les colocó una solución hemolizante (PBS 5 mM, pH 8.0, 

EDTA 1 mM y PMSF 0.1 mM, Na3VO4 0.1 mM), centrifugándose por 1 min a 3000 

rpm, se retiró el SN y se colocó una solución de lavado (NaCl 10 mM y PMSF 0.1 

mM, Na3VO4 0.1 mM), para  centrifugarse por 1 min a 3000 rpm, finalmente se 

desecha el SN 31.  

Al final del proceso, se cuantificó la concentración de la proteína total de cada 

una de las fracciones por el método de Bradford 32. 

Microscopía electrónica 

A partir de 80 µl de sangre contenida en 120 µl de citrato de sodio al 5% 

(anticoagulante) de ratones inoculados a diferentes horas con Y. 

pseudotuberculosis, se purificaron los eritrocitos por el método de Ficoll-

histopaque 1077, posteriormente se les añadió un amortiguador de cacodilato al 

0.1 M en paraformaldehido al 2% + glutaraldehido al 2.5%. Se fijó la muestra por 

1-2 h a TA. Se lavaron tres veces con la solución de cacodilato por 5 minutos. La 



 - 11 - 

post-fijación de la muestra se realizó por 1 h en Tetraóxido de osmio al 1% 

conteniendo cacodilato 0.1 M. Posteriormente, se lavó con cacodilato 0.1 M por 5 

min. Posteriormente se sometieron a diferentes concentraciones de alcohol (etanol 

al 50% por 10 min, etanol al 70% por 10 min, etanol al 80% por 10 min, etanol al 

95% con dos cambios por 10 min y etanol al 100% por 10 min). Enseguida, la 

muestra se coloca en óxido de propileno/resina (1:1), mínimo por 1 h, óxido de 

propileno/resina (1:2) por 1 h o durante toda la noche. Finalmente en resina al 

100% con 2 cambios de 2-6 h, para su posterior procesamiento por microscopía 

electrónica. 

Inmunoprecipitación 

La inmunoprecipitación se llevó a cabo empleando 1 mg de proteína total, la 

muestra fue agitada en vórtex 6 veces durante 1 min, manteniendo la muestra en 

hielo. El lisado se preaclaró usando 30 µl de proteína-G-agarosa, y se incubó a 4 
0C durante 2 h en agitación, de manera simultánea se procesa proteína-G-agarosa 

mezclada con 50 µl de albúmina al 2%. Posteriormente se dejó precipitar la 

proteína-G-agarosa y el sobrenadante fue colocado en otro tubo Eppendorf. Al 

lisado se le agregó el anticuerpo: anti-FAK (2 µg/ml), anti-PTY (2 µg/ml), se incubó 

toda la noche a 4 0C en agitación leve en el vórtex. Posteriormente, se agregaron 

100 µl de proteína-G-agarosa previamente bloqueada con albúmina al 2% y se 

incubó durante 2 h a 4 0C. Al finalizar se dejó precipitar la proteína G agarosa 

durante 15 min en hielo. El sobrenadante se desechó y la proteína G agarosa se 

procedió a lavar agregando al precipitado 1 ml de amortiguador de lavado (Tris 10 

mM, pH 7.4, NaCl 10 mM, EDTA 10 mM y Nonidet P-40 al 1%), previamente 

enfriado, agitando durante 1 min, dejando precipitar las perlas de proteína G 

agarosa por 30 min manteniendo el tubo en hielo para retirar cuidadosamente el 

sobrenadante, teniendo precaución de no absorber las perlas de proteína-G-

agarosa. Este procedimiento se repetió 5 veces. En el último lavado se eliminó el 

amortiguador de lavado. Al inmunoprecipitado  se le adicionaron 20 µl de 

amortiguador de muestra 2x, se hirvió durante 5 min y al finalizar se centrifugó 2 

min a 12, 000 rpm. Finalmente, los 20 µl del sobrenadante se pudieron someter a 

SDS-PAGE 30. 
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Corrimiento electroforético  

Las muestras obtenidas tanto del extracto total, la fracción membranal, así 

como de la inmunoprecipitación, se sometieron a electroforesis en un gel de 

poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE), cargando 30 µg de proteína. El corrimiento 

inició aplicando 80 V durante 20 min aumentando posteriormente a 180 V durante 

40 min aproximadamente. El corrimiento electroforético se realizó por duplicado y 

uno de los geles se transfirió a membranas de nitrocelulosa para la posterior 

Inmunodetección en fase sólida, mientras que el otro fue teñido con azul de 

Coomassie 33,34. 

Inmunodetección en fase sólida 

Las proteínas del extracto total, fracción membranal o del inmunoprecipitado 

se transfirieron a papel de nitrocelulosa (NTC), el cual se bloqueó con PBS-leche 

al 5% 1 h a TA y se lavaron 5 veces con PBS 1x durante 10 min por lavado. 

Posteriormente, el papel de nitrocelulosa se incubó toda la noche a 40C  con los 

anticuerpos primarios: α-FAK (2A7) (5 µg/ml), α-PY (PY20), (1 µg/ml) y α-integrina 

β1 (1 µg/ml); diluidos en PBS-leche al 2%; posteriormente se lavó el papel de 

nitrocelulosa 6 veces con PBS 10 min por lavado. Enseguida, se incubó el papel 

de nitrocelulosa con un anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina en 

PBS-leche al 2% durante 2 h a TA. Finalmente, el papel de nitrocelulosa se lavó 

exhaustivamente con PBS 1X durante 10 min por lavado, el papel de nitrocelulosa 

se reveló con 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato a una concentración de 50 mg/ml en 

dimetilformamida y azul de nitrotetrazolium a una concentración de 50 mg/ml en 

70% de dimetilformamida para fosfatasa alcalina.33,34 

Análisis densitométrico 

Las bandas reveladas por Inmunodetección en fase sólida se sometieron a 

un análisis densitométrico utilizando el software Sigma-plot. Para ello se realizó el 

análisis de cada una de las bandas presentes en los diferentes tiempos de 

infección, comparándose con respecto al control 35. 

Los resultados se graficaron considerando unidades arbitrarias de intensidad  

neta contra tiempo de infección (h) y todo fue reportado en porcentajes (%). 
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VI. RESULTADOS 

 

Detección de p125FAK en eritrocitos de ratón BALB/c . 
 

El eritrocito es considerado una célula que sólo realiza el transporte de 

oxígeno, sin embargo, existen evidencias que demuestran que aún carente de 

organelos, responde a las modificaciones del ambiente que lo rodea, activando 

cascadas de señalización que pueden generar un efecto sobre su integridad 

morfológica, mecánica y su plasticidad celular. El análisis del estado basal al 

interior del eritrocito, cuando éste no es estimulado, se realizó obteniendo perfiles 

proteicos del extracto total (ET, figura 1A, carril 2) y de la fracción membranal (FM, 

figura 1B, carril 2) de eritrocitos, con el fin de determinar la integridad de las 

diferentes proteínas, para su posterior uso en los ensayos de inmunodetección en 

fase sólida, para el control negativo fueron empleados extractos totales de 

Yersinia pseudotuberculosis (Figuras 1A y 1B, carriles 5). 

En diversas líneas celulares se ha demostrado que la estimulación de los 

receptores integrina induce el reclutamiento de múltiples proteínas asociadas al 

citoesqueleto, como p125FAK, dando lugar a la organización del citoesqueleto de 

actina. En el eritrocito se ha demostrado la presencia de una molécula con 

similitud antigénica al receptor integrina β1, la cual interactúa con Y. 

pseudotuberculosis, por lo que analizamos si en este tipo celular existía una 

proteína similar a p125FAK; para ello se realizaron ensayos de inmunodetección 

en fase sólida a partir de ET y de la FM, usando el anticuerpo monoclonal anti-

p125FAK (2A7). En el eritrocito se aprecia la presencia de una proteína con un 

peso molecular de aproximadamente 119 kDa (figura 1A, carril 3), existen reportes 

por inmunodetección en fase sólida en los que se ha reportado esta molécula con 

el mismo peso molecular. Previamente Javier RR 26 demostró la presencia del 

receptor integrina β1 en estas células (figura 1B, carril 3). 
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Figura 1.  A. Detección de la cinasa p125FAK en el eritrocito . Carril 1 MPM. Carril 2, perfil 
proteico de extracto total obtenido mediante SDS-PAGE al 10%. Carril 3, inmunodetección en fase 
sólida de p125FAK. Carril 4, control negativo, PNC incubado con el anticuerpo secundario (anti-IgG 
acoplado a fosfatasa alcalina), Carril 5, extracto total de Yersinia pseudotuberculosis, incubado con 
el anticuerpo anti-p125FAK y revelado con fosfatasa alcalina. B. Detección de integrina β1 en el 
eritrocito. Carril 1, MPM. Carril 2, perfil proteico de fracción membranal obtenido mediante SDS-
PAGE al 10%. Carril 3, inmunodetección en fase sólida del receptor integrina-β1. Carril 4, control 
negativo, PNC incubado con el anticuerpo secundario (anti-IgG acoplado a fosfatasa alcalina). 
Carril 5, extracto total de Yersinia pseudotuberculosis, incubado con el anticuerpo anti-β1 integrina 
y revelado con fosfatasa alcalina. En el lado izquierdo se muestran los marcadores de peso 
molecular. 
 

Fosforilación de proteínas en el eritrocito 

La fosforilación y desfosforilación de los residuos en tirosina han sido 

implicados en la regulación de varias funciones del eritrocito, incluyendo 

metabolismo, transporte membranal, volumen y forma celular, sin embargo, no se 

ha analizado el patrón basal de expresión de fosfoproteínas, por lo que se analizó 

los perfiles de proteínas fosforiladas en tirosina en el eritrocito. Se realizaron 

ensayos de inmunoprecipitación de proteínas del ET y de FM y la presencia de las 

proteínas fosforiladas se determinó usando el mismo anticuerpo α-PY (AFT8). Los 

resultados mostraron la presencia de fosfoproteínas de 230, 175, 79 y 59 kDa en 

el ET (figura 2A, carril 1), mientras que en la FM fosfoproteínas de 175, 119, 75 y 

56 kDa (figura 2A, carril 2). Como se observó en el eritrocito, existen proteínas que 
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se fosforilan sin que exista un estímulo o tratamiento, además se comprobó la 

existencia de fosforilación diferencial dependiente de la fracción celular.  

Con el fin de corroborar en el eritrocito la existencia de p125FAK y además 

establecer si pudiera encontrarse fosforilada, se realizaron ensayos de 

inmunoprecipitación utilizando el anticuerpo monoclonal α-p125FAK (2A7) y un 

monoclonal α-PY (AFT8). Los resultados muestran el reconocimiento de una sola 

molécula que además se encuentra fosforilada a nivel basal (figura 2B, carriles 1 y 

2). Que sugiere corresponde a la cinasa de adhesión focal. (figura 2B) 

 
Figura 2.  Inmunodetección en fase sólida de fosfoproteínas ba sales y de la cinasa p125FAK 
en eritrocitos.  Los eritrocitos se lisaron, y los diferentes solubilizados obtenidos se sometieron a 
ensayos de inmunoprecipitación, para posteriormente someterlos a electroforesis en SDS-PAGE al 
10%, las proteínas se transfirieron a PNC, se incubó con un anticuerpo anti-fosfotirosina (AFT8) a 
una dilución 1:1000 y se reveló con un anticuerpo secundario anti-IgG acoplado a FA a una 
dilución 1:5000. A) Fosforilación basal de proteínas del eritrocito a partir de extracto total (carril 1) y 
fracción membranal (carril 2). B) Ensayos de inmunoprecipitación a partir de 1 mg de proteína 
proveniente de extracto total, las cuales fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales α-
p125FAK(2A7) y α-PY(AFT8), los inmunoprecipitados fueron sometidos a SDS-PAGE, 
electrotransferidos y revelados con α-PY(carril 1) y α-p125FAK(carril 2). En el lado izquierdo se 
muestran los marcadores de peso molecular. 
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Análisis de la fosforilación en tirosina de proteín as del eritrocito infectado 

con Y. pseudotuberculosis 

 

Cuando los receptores integrina son estimulados, a través de la unión a sus 

ligandos, forman agregados proteicos conocidos como adhesiones focales, los 

cuales favorecen la interacción de la bacteria con la célula huésped. Durante este 

evento es probable que se activen procesos de señalización a través de la 

membrana que involucren la fosforilación en tirosina de proteínas. Para evaluar el 

efecto de la inducción de fosforilación de proteínas en una yersiniosis experimental 

se llevó a cabo un curso temporal de infección con Yersinia pseudotuberculosis en 

ratones BALB/c, monitoreándolos a diferentes horas (1, 12, 24 y 48) y 

posteriormente fueron analizados con el anticuerpo α-PY (PY20). Detectándose 

una proteína de aproximadamente 119 kDa, con un aumento en la fosforilación de 

la misma con respecto al tiempo de infección (figura 3, carriles 3-6). 

Para confirmar que las variaciones en los perfiles proteicos se deben al 

proceso infeccioso, se desarrolló el experimento alterno con un grupo de ratones 

sanos además de un grupo control estricto, constituido por ratones inoculados con 

PBS estéril, sangrados a los mismos intervalos, en los cuales no se presentan 

variaciones en el nivel de fosforilación de la proteína (figura 3, carriles 1y 2). 
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Figura 3.  Inmunodetección en fase sólida de fosfoproteínas en  eritrocitos infectados con Y. 
pseudotuberculosis. Los eritrocitos infectados se lisaron, y los diferentes solubilizados obtenidos 
a las diferentes horas de infección se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE al 10%, las 
proteínas se transfirieron a PNC, se incubó con un anticuerpo anti-fosfotirosina (a-PY20) a una 
dilución 1:500 acoplado a fosfatasa alcalina. Carril 1, eritrocitos de ratón sano, carril 2, eritrocitos 
de ratón control inoculado con solución salina, carril 3-6 eritrocitos de ratones infectados a 
diferentes tiempos. En el lado izquierdo se muestran los marcadores de peso molecular. 
 

Fosforilación de p125FAK durante el proceso infecci oso provocado por Y 

pseudotuberculosis. 

Se ha demostrado in vitro, que la interacción fibronectina/integrina induce la 

fosforilación en tirosina de proteínas, entre las cuales se encuentran p125FAK, 

paxilina, Src, entre otras. En modelos in vitro e in vivo, los eritrocitos son invadidos 

por Y. pseudotuberculosis, y el receptor integrina β1 está involucrado en la 

entrada, supervivencia y proliferación de la bacteria. Por otro lado, se ha 

demostrado en diferentes líneas celulares que p125FAK está involucrada en la 

internalización bacteriana, y experimenta fosforilación en tirosina, 

desencadenando eventos de transducción de señales. Con el fin de establecer si 

la proteína fosforilada es p125FAK, procedimos a realizar ensayos de 

inmunoprecipitación de extractos de eritrocitos obtenidos a diferentes tiempos de 
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la yersiniosis experimental con el anticuerpo α−PY20 y posteriormente detectando 

con el anticuerpo α-p125FAK. Desde la primera hora de infección se detecta un 

incremento en la fosforilación de p125FAK, mostrando su nivel mayor a las 48 h, 

de manera constante y tiempo dependiente, a medida que evoluciona la 

enfermedad, probablemente a consecuencia de la interacción de la bacteria con el 

eritrocito (ver figura 4A, carriles 3-6). Para confirmar que las variaciones en los 

niveles de fosforilación en tirosina de p125FAK se deben al proceso infeccioso, se 

desarrolló el experimento alterno con un grupo de ratones sanos además de un 

grupo control estricto, constituido por ratones inoculados con PBS estéril, 

sangrados a los mismos intervalos, en los cuales no se aprecian variaciones en 

los niveles de fosforilación de p125FAK (figura 4A, carriles 1 y 2). El análisis 

densitométrico muestra un drástico incremento de mas de un 140% en la 

fosforilación de los eritrocitos infectados comparados con los controles (figura 4B). 

 
Figura 4. Fosforilación diferencial de la cinasa p1 25FAK durante el proceso infeccioso 
inducido por Y. pseudotuberculosis. A. Inmunodetección en fase sólida de extractos totales 
sometidos a inmunoprecipitación, incubados con α-PY20 y revelados con α-p125FAK (2A7). (s) 
sano, (css) control inoculado con solución salina, (1, 12, 24 y 48) horas de infección. B. Análisis 
densitométrico de la figura A, representando las unidades de intensidad neta en términos de 
porcentaje, considerando como 100%, el resultado obtenido del ratón sano. En el lado izquierdo de 
la figura A se muestran los marcadores de peso molecular. 
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Microscopía electrónica de eritrocitos infectados c on Y. pseudotuberculosis. 

Se ha reportado lisis gradual de los eritrocitos durante la yersiniosis, por lo 

que realizamos la observación de los cambios morfológicos en los eritrocitos por 

microscopía electrónica. Como se observa (figura 5, A-D), desde la primera hora la 

bacteria entra en contacto con los eritrocitos y se internaliza, provocando la lisis 

gradual de los eritrocitos (figura 5, E y D). 

 
Figura 5. Microscopía electrónica de eritrocitos de  ratón BALB/c infectados con Y. 
pseudotuberculosis. A, eritrocitos de ratón sin estímulo, B-F, eritrocitos de ratón infectados 
durante 1(B), 12(C), 24(D), 36(E) y 48(F) horas. Las flechas señalan la forma cocobacilar de Y. 
pseudotuberculosis en el interior del eritrocito. 
 

Perfiles proteicos de eritrocitos infectados con Y. pseudotuberculosis. 

Se ha demostrado que cuando Yersinia entra en contacto con la célula 

hospedera, activa su sistema de secreción tipo III, secretando una amplia gama de 

proteínas, algunas de las cuales poseen actividad de proteasa, por lo que 

procedimos a evaluar el efecto del proceso infeccioso sobre el perfil proteico y si 

ocurre degradación de las proteínas del eritrocito. Podemos apreciar un patrón de 

variación de las proteínas del ET y la FM como consecuencia del proceso 

infeccioso. Para confirmar que las variaciones en los perfiles proteicos se deben al 
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proceso infeccioso, se desarrolló el experimento alterno con un grupo de ratones 

sanos además de un grupo control, constituido por ratones inoculados con PBS 

estéril, sangrados a los mismos intervalos, en los cuales no se apreciaron 

variaciones ni degradación en sus perfiles proteicos (figuras 6A y 6B, carril 3). 

Figura 6  Perfil proteico de los cursos temporales de infecci ón en eritrocitos de ratones 
BALB/c inoculados con Y. pseudotuberculosis. A) extracto total y B) fracción membranal. S) 
ratón sin estimular, CSS, ratón inoculado con solución salina fisiológica estéril, carriles 4-12 perfiles 
proteicos de eritrocitos infectados con Y. pseudotuberculosis a diferentes tiempos. En el lado 
izquierdo se muestran los marcadores de peso molecular. Los resultados muestran un experimento 
representativo. 
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VII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

Existe controversia acerca del reconocimiento de eritrocito maduro como una 

célula que participa activamente en diversos procesos celulares, ya que carece de 

organelos para la síntesis de proteínas. Sin embargo, se ha demostrado que en 

pacientes con anemia hemolítica, la epinefrina induce en el eritrocito cascadas de 

señalización mediadas por la activación de proteínas G y proteínas tirosina 

cinasas, provocando la adhesión de éstos al endotelio vascular, activando un 

mecanismo de vasooclusión, que provoca en los pacientes muerte por embolia o 

infarto al miocardio 36. 

La mayoría de los componentes del citoesqueleto, excepto la actina, son 

fosfoproteínas, algunas reguladas por factores como el calcio y el ATP, de manera 

que la fosforilación puede modificar las interacciones entre estas moléculas, 

ejerciendo un efecto sobre la integridad de la membrana y por lo tanto en su 

función 37,38. En este sentido, en el presente trabajo mostramos por primera vez en 

los extractos celulares (ET y FM) del eritrocito sin estimular, un grupo heterogéneo 

de 8 proteínas que se encuentran fosforiladas en su estado basal y que podrían 

tener un papel relevante en la función celular (Figura 2). En estudios previos, se 

ha analizado el papel de las proteínas del citoesqueleto (espectrina, banda 4.1, 

aducina, demantina, banda 3, entre otras), con respecto a los cambios en los 

niveles de fosforilación inducidos por la presencia de hormonas, iones y metales, 

evaluando el efecto de estos cambios sobre la integridad morfológica, mecánica y 

funcional del eritrocito 39,40. Sin embargo, no ha sido reportado el perfil de 

proteínas que se encuentran fosforiladas en el eritrocito de manera basal. 

No obstante, en el eritrocito maduro se ha caracterizado la presencia de Rho 

GTPasas, como Rac1 y Rac2 involucradas en la plasticidad celular, 

demostrándose que una deficiencia en su expresión produce una alteración en el 

ensamble de actina y por lo tanto una deformación de su citoesqueleto, 

ocasionando alteraciones en la función del eritrocito 41. La formación y 

remodelación del citoesqueleto de actina es un proceso dinámico regulado entre 

Rho GTPasas y proteínas tirosina cinasas, como por ejemplo, p125FAK, una 

cinasa considerada como el enlace entre la regulación de los componentes de la 
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matriz extracelular y el citoesqueleto de actina 42,43. En el eritrocito sin estimular 

demostramos la presencia de una proteína de 119 kDa (Figura 1), 

inmunológicamente identificada como la cinasa p125FAK, en una fosforilación 

basal, probablemente involucrada en la señalización mediada por integrinas, 

donde pudiera actuar como regulador, interruptor y amplificador de múltiples 

eventos de señalización. En otros estudios se ha reportado esta proteína con un 

peso molecular similar al encontrado en este trabajo, sin embargo, no existen 

reportes que hayan identificado a p125FAK en el eritrocito maduro. La 

caracterización de p125FAK en el eritrocito es indudablemente un hallazgo 

importante, ya que resulta ser una cinasa clave reclutada como consecuencia de 

la estimulación del receptor integrina, además de una molécula reguladora del 

citoesqueleto, indispensable para la supervivencia de la bacteria 44.  

El proceso de internalización bacteriana en las células de mamíferos, 

requiere del contacto y adhesión de la bacteria a la célula huésped, aunque esta 

etapa resulta ser un fenómeno relativamente simple de interacción entre el 

receptor de la célula huésped y el ligando bacteriano, la formación de la copa 

fagocítica, la reorganización del citoesqueleto de actina y la internalización, se 

requiere de la generación de eventos de señalización en el huésped mucho más 

complicados. El eritrocito llega a ser un blanco de agentes infecciosos por la 

abundancia de nutrientes, indispensables para el crecimiento y proliferación de los 

microorganismos, como el hierro y la glucosa, además de garantizar la 

propagación hacia otros tejidos y la evasión de la respuesta inmune en el bazo. En 

ciertos modelos de infección in vivo e in vitro, la invasión de eritrocitos por 

Plasmodia es responsable de todos los síntomas y patologías asociadas a la 

malaria, de manera que el proceso de internalización es clave para el 

establecimiento de la etapa infecciosa, la entrada del merozoito involucra a 

proteínas del parásito presentes en su superficie que tienen la capacidad de 

adherirse 45. Se ha demostrado que bacterias del género Yersinia entran en 

contacto con los eritrocitos in vivo e in vitro 25,26, sin embargo se requería 

evidencia contundente que demostrara la vía de interacción entre estas células. 

En este grupo de trabajo, se demostró por microscopía electrónica que al generar 

una infección sistémica in vivo empleando ratones BALB/c con Yersinia 

pseudotuberculosis, la bacteria entra en contacto con el eritrocito y lo invade, 
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alterando drásticamente su morfología y función, provocando la muerte del ratón 

por hipoxia tisular, al observar amplias zonas de cianosis por la falta de oxígeno 

en sus células. Los cambios visibles en el eritrocito sugerían la activación de 

señales demostradas en otras líneas celulares, en las cuales la interacción 

invasina-integrina β1, activó procesos de señalización  que involucraban la 

fosforilación diferencial de cinasas como p125FAK y p130Cas, favoreciendo el 

proceso de internalización bacteriana 25.  

Cuando se llevó a cabo la infección sistémica en ratones BALB/c, a través de 

la inoculación intraperitoneal de Yersinia pseudotuberculosis, se observaron 

cambios en la fosforilación basal y un aumento en los niveles de fosforilación de 

una proteína en particular de aproximadamente 119 kDa que resultó ser 

dependiente de la evolución del proceso infeccioso (Figura 3), logrando demostrar 

mediante ensayos de inmunoprecipitación e inmunodetección en fase sólida que 

se trataba de la cinasa p125FAK(Figura 4). Estos resultados coinciden con 

estudios previos realizados en células HeLa, en las cuales se estableció que la 

eficiente internalización de Y. pseudotuberculosis a la célula huésped a través de 

la interacción invasina-integrina β1, induce en el citoesqueleto un incremento en 

los niveles de fosforilación de proteínas de la célula huésped en respuesta a la 

adhesión, como la activación de p125FAK 46. Estos resultados coinciden con los 

observados en fibroblastos de embriones de pollo (CEFs), donde p125FAK 

potencia la actividad fagocítica de la célula, un mecanismo alterno en el que al 

reclutarse en el sitio de activación del receptor integrina, genera cascadas de 

señalización en el sitio de la copa fagocítica, induciendo la internalización de 

Yersinia 47. Además se demuestra que las células que sobreexpresan a p125FAK 

aumentan su disposición a la internalización bacteriana, probablemente 

estimulando la fosforilación de proteínas clave o aumentando la disponibilidad del 

receptor integrina en la membrana 48,49. 

Sin embargo, nuestros resultados muestran un incremento en la fosforilación 

a medida que evoluciona el proceso infeccioso. Sin embargo, aún cuando se 

observa un aumento en la fosforilación de p125FAK en respuesta a la unión de la 

bacteria, no se logra demostrar que el resultado directo de esta señal conduce a la 

internalización de la bacteria, aunque se ha demostrado que en células HeLa y 

fibroblastos de embriones de ratón (MEFs) deficientes en p125FAK, la bacteria es 
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incapaz de internalizarse, sin afectar su capacidad de adhesión 46. En otros 

modelos de infección in vivo e in vitro, como por ejemplo Plasmodium falciparum, 

el cual expresa en su membrana glucosilfosfoinosítidos (GPIs), los cuales inducen 

señales cuando se unen a proteínas de la célula huésped que están físicamente 

asociadas a proteínas tirosina cinasas como Fyn, Lck, Lyn y hck, induciendo la 

fosforilación  en tirosina de proteínas y por lo tanto, la activación de señales 

involucradas en la internalización del merozoito al eritrocito 50. 

Por otro lado, teníamos evidencia experimental de los cambios morfológicos 

en el eritrocito durante el proceso infeccioso, sin embargo, resultaba importante 

establecer si estos cambios se correlacionaban con variaciones en sus proteínas. 

Por lo que a través del análisis de los perfiles proteicos, demostramos una 

variación de las proteínas constitutivas del eritrocito, afectándose de manera 

drástica los componentes de la fracción membranal (Figura 6), un proceso que 

concuerda con las observaciones previas, en las cuales la evolución del proceso 

infeccioso depende de la interacción Yersinia-eritrocito. De igual forma, se 

demuestra por microscopía electrónica que Y. pseudotuberculosis entra en 

contacto con el eritrocito a través de la interacción invasina-integrina y es capaz de 

internalizarse (Figura 6), aunque sería interesante establecer el papel de p125FAK 

en el proceso de internalización en el eritrocito. 

Esta degradación gradual es debida probablemente a la acción de las 

proteasas secretadas por el SSTT presente en la bacteria. En diferentes líneas 

celulares, se ha demostrado que la participación de proteínas efectoras de 

Yersinia como Yop O, E o T, tienen efectos directos sobre el citoesqueleto de 

actina sin afectar el proceso de adhesión de la bacteria a la célula huésped 12,13. 

De acuerdo a nuestros hallazgos, proponemos un modelo, en el cual 

sugerimos que durante la yersiniosis experimental, la bacteria entra en contacto 

con el eritrocito, a través de la interacción invasina-integrina β1 (figura 7A), como 

consecuencia se activan cascadas de señalización, lo que se ve reflejado en un 

aumento en los niveles de fosforilación en tirosina de moléculas como la cinasa 

p125FAK. Esta a su vez induce el reclutamiento de moléculas que están 

involucradas en la modificación del citoesqueleto de actina, para generar la 

formación de la copa fagocítica y la posterior internalización bacteriana, activando 

la expresión del SSTT, el cual libera proteínas con actividad proteasa, las cuales 
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actúan sobre las proteínas del citoesqueleto del eritrocito hasta ocasionar su lisis 

(figura 7B). 

En resumen, se demuestra por vez primera que el eritrocito posee proteínas 

fosforiladas en su estado basal, entre las cuales se encuentra la cinasa de 

adhesión focal, p125FAK. Al interaccionar Y. pseudotuberculosis con el eritrocito 

in vivo, se internaliza. Durante el proceso infeccioso se observa un aumento en los 

niveles de fosforilación de p125FAK dependientes del tiempo de infección, lo cual 

resultó ser mediado por el receptor integrina β1.  
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Figura 7. Modelo propuesto para la interacción Yersinia pseudotuberculosis-eritrocito. Y. 
pseudotuberculosis entra en contacto con el eritrocito vía interacción invasina-integrina β1 (A). A 
consecuencia de esta interacción se elevan los niveles de fosforilación de la cinasa p125FAK, la 
cual pudiera estar directamente involucrada en el proceso de captación bacteriana, a través de la 
generación de modificaciones en el citoesqueleto de actina y la posterior formación de la copa 
fagocítica que pudiera inducir la internalización de la bacteria (B). 
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