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Il. RESUMEN

Yersinia pseudotuberculosis puede penetrar células del epitelio intestinal e invadir
ganglios linfaticos mesentéricos, higado y bazo a través de la interaccion invasina-
integrina B1. En ensayos experimentales in vitro en diferentes lineas celulares, se
ha demostrado la induccion de eventos de sefalizacion por fosforilacion en
tirosina, involucrados en el proceso de captacion bacteriana. En nuestro grupo de
trabajo se demostroé la presencia de una proteina integrina 1 en la membrana del
eritrocito, que se sugiere participa en la interaccion con el patdgeno. Sin embargo,
no habian sido descritos mecanismos que implicaran la induccién de transduccién
de sefales, que incluyeran un aumento en los niveles de fosforilacion en tirosina
de la cinasa pl25FAK, como resultado de la interaccion Yersinia-eritrocito.
Empleando ensayos de inmunoprecipitacion e inmunodeteccion en fase sélida en
eritrocitos sin tratamiento, demostramos por vez primera el patron de niveles
basales de fosforilacibon en tirosina, encontrando una proteina de
aproximadamente 119 kDa inmunolégicamente identificada como la cinasa
pl25FAK, fosforilada en su estado basal. Al realizar cursos temporales de
infeccion in vivo, demostramos que las proteinas constitutivas del eritrocito
infectado varian en cuanto a su patron de expresion durante el proceso infeccioso,
corroborando los resultados obtenidos por microscopia electrénica en los cuales
se muestra una lisis gradual. Finalmente, se detecta un incremento en los niveles
de fosforilacion en tirosina en eritrocitos infectados, destacando la fosforilacion
diferencial de pl25FAK. En conclusion, demostramos que la interaccion Y.
pseudotuberculosis con el eritrocito, a través del receptor integrina, provoca una
sefalizacion que involucra un incremento en los niveles de fosforilacion en tirosina
de p125FAK, una cinasa determinante en el proceso de captacion bacteriana.

Palabras clave: Yersinia pseudotuberculosis, fosforilacion en tirosina, pl25FAK, interaccion
invasina-integrina 1.



I1l. ABSTRACT

Yersinia pseudotuberculosis can penetrate cells in the intestinal epithelium and
invades mesenteric lymph nodes, liver and spleen through invasin-B1 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 1
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 pl25FAK, 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, B1 integrin-invasin
interactions.



V. INTRODUCCION

Yersinia pseudotuberculosis, una bacteria Gram negativa considerada como
un patogeno intracelular facultativo, estd ampliamente distribuida en la naturaleza
y es responsable de sindromes gastrointestinales en diversas especies *. La
infeccidbn en humanos se debe cominmente a la ingestion de alimentos o aguas
contaminadas con excretas de organismos infectados . La bacteria es capaz de
penetrar el epitelio gastrointestinal, donde se localiza extracelularmente, a través
de la unién, invasién y transvasacion de células M especializadas . Al penetrar el
epitelio gastrointestinal, migra hacia las placas de Peyer, las cuales delimitan a los
nédulos linfaticos del intestino, para posteriormente invadir bazo e higado *°. Este
microorganismo se ha asociado con la generacion de complicaciones relacionadas
con la post-infeccién produciendo artritis reactiva ° o eritema nodosum, sugiriendo
incluso que es uno de los agentes causales del sindrome de Kawasaki , una
vasculitis aguda autolimitante que afecta predominantemente a los nifios y
adolescentes.

Y. pseudotuberculosis posee genes que codifican para factores de virulencia
entre los que incluyen factores que promueven la expresion del sistema de
secrecion de tipo Il (TTSS) ®'°. Bajo ciertas condiciones restrictivas, dirige la
sintesis de un complejo de aproximadamente 12 proteinas, de las cuales cinco
poseen actividad catalitica, YopH, YopP, YopE, YopO/YpkA, y YopT °. Cumplen
funciones importantes en la prevencion de la fagocitosis de la bacteria por

macréfagos, neutréfilos y/o células epiteliales %3,

Ademas, posee ciertas
adhesinas como la proteina YadA, Ail, el antigeno pH 6 y finalmente la invasina **.
YadA forma parte del regulén Yop, es multifuncional y se considera una de las
adhesinas mas importantes, ya que promueve la union a las células epiteliales y
fagocitos profesionales °. YadA interact(ia inespecificamente con integrinas de
tipo B1, estableciendo puentes de interaccibn con componentes de la matriz
extracelular como: laminina, colagena vy fibronectina *°. La invasina, una proteina
de membrana externa codificada en el cromosoma bacteriano, es la principal
adhesina involucrada en la adhesion e internalizacion de la bacteria a las células

eucaridticas via interaccién especifica con la porcion B1 de las integrinas *"*8.



La sobrevivencia de Y. pseudotuberculosis depende de la eficiencia de la
interaccion invasina-integrina 1, lo cual garantiza el contacto célula-célula, la
internalizacién y la replicacién en sus células hospederas °. Al unirse a la
integrina se promueve la activacion de sefiales citoplasmaticas especificas
activando vias de sefalizacion dentro de la célula generando la fosforilacion de
proteinas especificas y la reorganizacion del citoesqueleto de actina hasta formar
pseuddpodos que envuelven a la bacteria para favorecer su internalizacién %°. En
el modelo de interaccion Y. pseudotuberculosis-célula hospedera, se han realizado
ensayos experimentales infectando diferentes lineas celulares como células Hela,
fibroblastos, macréfagos, neutréfilos e incluso plaquetas, evidenciado in vitro, la
induccion de eventos de transduccion de sefiales por fosforilaciéon en tirosina,
generando una variedad de sefiales intracelulares, como la activacion de tirosina
cinasas, la activacion de cascadas que involucran a las MAP cinasas y la
fosforilacion de proteinas asociadas al citoesqueleto como la familia Rho de
GTPasas pequefias®?®. Una de las proteinas involucradas en la internalizacién de
Y. pseudotuberculosis es Racl, ya que determina el destino final de la bacteria
dirigiendo la formacion de los lamelipodios membranales, involucrados en la
formacién de la copa fagocitica %*. Existe controversia con respecto al papel de la
activacion de diversas proteinas que incluyen a p1l25FAK (cinasa de adhesién
focal), p60Src y pl30Cas, las cuales estan implicadas en la dinamica del
citoesqueleto. Sin embargo, no se sabe si estas proteinas dirigen la formacion de
la copa fagocitica o si modulan la entrada general de la bacteria. En el caso de
pl25FAK, ésta puede dirigir la unién de proteinas al dominio citoplasmético del
receptor integrina, su ausencia conduce a la rigidez del citoesqueleto que puede
prevenir el reclutamiento de factores importantes que promueven la
internalizacion®*. De manera que pl25FAK podria ser parte de un complejo
multimérico que relacione la activacién de Racl hacia integrinas después de la
interaccion con la invasina.

Feodorova y Devdariani ?° demostraron que Y. pestis es capaz de invadir
eritrocitos para obtener los nutrientes necesarios que le permitan su persistencia y
una replicacién activa, lo que nos podria sugerir la interaccion con receptores
especificos con la consiguiente transduccion de sefiales 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 evidencio la presencia de un receptor integrina 1 que

% purante la interaccién Yersinia-

permite la interaccion con dicha bacteria
eritrocito se pueden estar disparando eventos de sefializacion por fosforilacion 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 fosforilacion en tirosina que activen a
proteinas como p125FAK. Por lo que el objetivo de este trabajo fue establecer los
niveles de fosforilacion basal y de p125FAK en el eritrocito, ademas de evaluar los
cambios provocados durante el proceso infeccioso. Al definir si en este tipo celular
se desencadena una cascada de sefalizacion por fosforilacion en tirosina en la
que esté involucrada la proteina pl25FAK, podremos establecer los primeros
mecanismos moleculares de respuesta que se desencadenan en el citoesqueleto

del eritrocito a consecuencia de la interaccion con Y. pseudotuberculosis.



V. MATERIAL Y METODOS

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, AFTS8, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, Mexico), anti-lgG acoplado a fosfatasa
alcalina (Santa Cruz, Biotech.) y anti Integrina-p1 (Santa Cruz, Biotech.).

Cepa bacteriana

Se utilizé la cepa NCTC 8315 de Yersinia pseudotuberculosis, cuya virulencia
fue obtenida por pases en raton BALB/c.
Cultivo bacteriano

Para el cultivo de Yersinia pseudotuberculosis. Se tomaron 50 ul y se
inocularon en un matraz con 50 ml de de Caldo soya tripticasa (CST) incubandose
por 24 h a 35 °C en agitacion constante, hasta alcanzar una densidad Optica de
0.7 a una absorbancia de 600 nm. Esta densidad corresponde a un inoculo de
100,000 UFC/ml. Posteriormente se tomd 1 ml del cultivo y se centrifugd a 3500
rpm durante 10 min, para obtener el paguete bacteriano.

Modelo experimental

Se emplearon 30 ratones machos de la cepa BALB/c de 20-25 g de peso,
clinicamente sanos y fueron manipulados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
para el manejo de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) ¢/, ademas de la
Norma Oficial Mexicana para la proteccion ambiental, salud ambiental, residuos
peligrosos bioldgicos-infecciosos (NOM-087-ECOL-SSA1-2002)%.

Via de inoculaciéon y sangrado de ratones.

Los ratones fueron clasificados en tres grupos: Control sano (6), controles de
inoculacién (12) y problema (12). Para el grupo de ratones problema, se infectaron
con Yersinia pseudotuberculosis por via intraperitoneal con 100,000 UFC/mlI
contenidos en un volumen de 100 ul de PBS estéril. Se permitié 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 bisturi estéril, recolectandose



40 pl de sangre manteniéndola en un tubo estéril con 60 pl citrato de sodio al 5 %,
como anticoagulante.
Purificacion de eritrocitos

Los eritrocitos se purificaron mediante el método de Ficoll-Histopaque °. El
procedimiento se realizé de la siguiente forma: De la sangre obtenida se realiz6
una dilucién 1:2 con PBS 1X. En el fondo de un tubo se depositaron 200 ul de
Ficoll-Histopaque 1077, posteriormente 200 pl de sangre diluida en PBS. La
muestra se centrifugd a 2600 rpm durante 10 min a temperatura ambiente (TA), al
término de la centrifugacion, el sobrenadante se decantd y el paquete celular se
lavé 2 veces con PBS 1X a 1400 rpm durante 10 min, se elimind el sobrenadante
(SN).

Lisis de eritrocitos y obtencién del extracto celul ar total y fraccion
membranal

Obtencién del extracto total: los eritrocitos previamente purificados se lisaron
por 20 min en amortiguador de lisis (Tritdn x-100 al 2%, Tris-HCI (pH 7.4) 100 mM,
NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, NaVO3; 10 mMy TLCK 1 mM, NEM 1 mM e IA 1 mM).
Posteriormente se sometio a agitacion 5 veces durante 1 min con reposo de 3 min
en hielo *°.

Obtencion de la fraccion membranal (fantasmas de eritrocitos): a los
eritrocitos purificados se les coloc6 una solucién hemolizante (PBS 5 mM, pH 8.0,
EDTA 1 mMy PMSF 0.1 mM, NagVO,4 0.1 mM), centrifugandose por 1 min a 3000
rpm, se retird el SN y se colocé una solucion de lavado (NaCl 10 mM y PMSF 0.1
mM, NazVO, 0.1 mM), para centrifugarse por 1 min a 3000 rpm, finalmente se
desecha el SN **,

Al final del proceso, se cuantificé la concentracion de la proteina total de cada
una de las fracciones por el método de Bradford 2.

Microscopia electrénica

A partir de 80 ul de sangre contenida en 120 pl 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 afiadié un amortiguador de cacodilato al
0.1 M en paraformaldehido al 2% + glutaraldehido al 2.5%. Se fij6 la muestra por
1-2 h a TA. Se lavaron tres veces con la solucion de cacodilato por 5 minutos. La
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post-fijacion de la muestra se realizd6 por 1 h en Tetradxido de osmio al 1%
conteniendo cacodilato 0.1 M. Posteriormente, se lavo 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 Oxido de propileno/resina (1:1), minimo por 1 h, éxido 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 microscopia
electronica.
Inmunoprecipitacién

La inmunoprecipitacion se llevd a cabo empleando 1 mg de proteina total, la
muestra fue agitada en vortex 6 veces durante 1 min, manteniendo la muestra en
hielo. El lisado se preaclar6 usando 30 ul de proteina-G-agarosa, y se incubo a 4
°C durante 2 h en agitacién, de manera simultanea se procesa proteina-G-agarosa
mezclada con 50 pl de albumina al 2%. Posteriormente se dejo precipitar la
proteina-G-agarosa y el sobrenadante fue colocado en otro tubo Eppendorf. Al
lisado se le agrego el anticuerpo: anti-FAK (2 pg/ml), anti-PTY (2 pg/ml), se incubd
toda la noche a 4 °C en agitacion leve en el vértex. Posteriormente, se agregaron
100 pl de proteina-G-agarosa previamente blogueada con albimina al 2% y se
incubd durante 2 h a 4 °C. Al finalizar se dej6é precipitar la proteina G agarosa
durante 15 min en hielo. El sobrenadante se desechoé y la proteina G agarosa se
procedi6 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 proteina G
agarosa por 30 min manteniendo el tubo en hielo para retirar cuidadosamente el
sobrenadante, teniendo precaucion de no absorber las perlas de proteina-G-
agarosa. Este procedimiento se repetié 5 veces. En el dltimo lavado se eliminé el
amortiguador de lavado. Al inmunoprecipitado se le adicionaron 20 ul de
amortiguador de muestra 2x, se hirvié durante 5 min y al finalizar se centrifugé 2
min a 12, 000 rpm. Finalmente, los 20 ul del sobrenadante se pudieron someter a
SDS-PAGE *.

-11 -



Corrimiento electroforético

Las muestras obtenidas tanto del extracto total, la fraccion membranal, asi
como de la inmunoprecipitacion, se sometieron a electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE), cargando 30 pg de proteina. El corrimiento
inicié aplicando 80 V durante 20 min aumentando posteriormente a 180 V durante
40 min aproximadamente. El corrimiento electroforético se realizé por duplicado y
uno de los geles se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa para la posterior
Inmunodeteccién en fase solida, mientras que el otro fue teflido con azul de
Coomassie 33,
Inmunodeteccion en fase sélida

Las proteinas del extracto total, fraccion membranal o del inmunoprecipitado
se transfirieron a papel de nitrocelulosa (NTC), el cual se bloque6 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 incubé toda la noche a 4°C con los
anticuerpos primarios: a-FAK (2A7) (5 pg/ml), a-PY (PY20), (1 pg/ml) y a-integrina
B1 (1 pg/ml); diluidos en PBS-leche al 2%; posteriormente se lavo el papel de
nitrocelulosa 6 veces con PBS 10 min por lavado. Enseguida, se incubo 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 lavo
exhaustivamente con PBS 1X durante 10 min por lavado, el papel de nitrocelulosa
se reveld con 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato a una concentracion de 50 mg/ml en
dimetilformamida y azul de nitrotetrazolium a una concentracion de 50 mg/ml en
70% de dimetilformamida para fosfatasa alcalina.®*3*
Analisis densitométrico

Las bandas reveladas por Inmunodeteccion en fase sélida se sometieron a
un analisis densitométrico utilizando el software Sigma-plot. Para ello se realizo el
analisis de cada una de las bandas presentes en los diferentes tiempos de
infeccion, comparandose con respecto al control *°.

Los resultados se graficaron considerando unidades arbitrarias de intensidad

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

Deteccion de p125FAK en eritrocitos de ratén BALB/c

El eritrocito es considerado una célula que solo realiza el transporte de
oxigeno, sin embargo, existen evidencias que demuestran que aun carente de
organelos, responde a las modificaciones del ambiente que lo rodea, activando
cascadas de sefalizacion que pueden generar un efecto sobre su integridad
morfolégica, mecéanica y su plasticidad celular. El analisis del estado basal al
interior del eritrocito, cuando éste no es estimulado, se realizé obteniendo perfiles
proteicos del extracto total (ET, figura 1A, carril 2) y de la fraccibn membranal (FM,
figura 1B, carril 2) de eritrocitos, con el fin de determinar la integridad de las
diferentes proteinas, para su posterior uso en los ensayos de inmunodeteccion en
fase solida, para el control negativo fueron empleados extractos totales de
Yersinia pseudotuberculosis (Figuras 1Ay 1B, carriles 5).

En diversas lineas celulares se ha demostrado que la estimulacién de los
receptores integrina induce el reclutamiento de mdltiples proteinas asociadas al
citoesqueleto, como p125FAK, dando lugar a la organizacién del citoesqueleto de
actina. En el eritrocito se ha demostrado la presencia de una molécula con
similitud antigénica al receptor integrina (31, la cual interactia con Y.
pseudotuberculosis, por lo que analizamos si en este tipo celular existia una
proteina similar a p125FAK; para ello se realizaron ensayos de inmunodeteccion
en fase solida a partir de ET y de la FM, usando el anticuerpo monoclonal anti-
pl25FAK (2A7). En el eritrocito se aprecia la presencia de una proteina con un
peso molecular de aproximadamente 119 kDa (figura 1A, carril 3), existen reportes
por inmunodeteccion en fase solida en los que se ha reportado esta molécula con
el mismo peso molecular. Previamente Javier RR ?° demostré la presencia del

receptor integrina B1 en estas células (figura 1B, carril 3).
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Figura 1. A. Deteccién 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, inmunodeteccion en fase
sélida 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 vy revelado con fosfatasa alcalina. B. Deteccion de integrina 31 en el
eritrocito. Carril 1, MPM. Carril 2, perfil proteico de fraccion membranal obtenido mediante SDS-
PAGE al 10%. Carril 3, inmunodeteccién en fase solida del receptor integrina-B1. Carril 4, control
negativo, PNC incubado con el anticuerpo secundario (anti-lgG acoplado a fosfatasa alcalina).
Carril 5, extracto total de Yersinia pseudotuberculosis, incubado con el anticuerpo anti-B1 integrina
y revelado con fosfatasa alcalina. En el lado izquierdo se muestran los marcadores de peso
molecular.

Fosforilacion de proteinas en el eritrocito

La fosforilacion y desfosforilacion de los residuos en tirosina han sido
implicados en la regulacion de varias funciones del eritrocito, incluyendo
metabolismo, transporte membranal, volumen y forma celular, sin embargo, no se
ha analizado el patron basal de expresion de fosfoproteinas, por lo que se analizo
los perfiles de proteinas fosforiladas en tirosina en el eritrocito. Se realizaron
ensayos de inmunoprecipitacion de proteinas del ET y de FM y la presencia de las
proteinas fosforiladas se determiné usando el mismo anticuerpo a-PY (AFT8). Los
resultados mostraron la presencia de fosfoproteinas de 230, 175, 79 y 59 kDa en
el ET (figura 2A, carril 1), mientras que en la FM fosfoproteinas de 175, 119, 75y
56 kDa (figura 2A, carril 2). Como se observo en el eritrocito, existen proteinas que
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se fosforilan sin que exista un estimulo o tratamiento, ademas se comprobd la
existencia de fosforilacion diferencial dependiente de la fraccién celular.

Con el fin de corroborar en el eritrocito la existencia de p125FAK y ademas
establecer si pudiera encontrarse fosforilada, se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion utilizando el anticuerpo monoclonal a-p125FAK (2A7) y un
monoclonal a-PY (AFT8). Los resultados muestran el reconocimiento de una sola
molécula que ademas se encuentra fosforilada a nivel basal (figura 2B, carriles 1y

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

A B 55
©
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g 4
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kba |- |
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WB:  a- PY (AFT8) WB: o-PY a-p125FAK

Figura 2. Inmunodeteccion en rase solida de Tostoproteinas ba sales y de la cinasa p125FAK
en eritrocitos. Los eritrocitos se lisaron, y los diferentes solubilizados obtenidos se sometieron a
ensayos de inmunoprecipitacion, para posteriormente someterlos a electroforesis en SDS-PAGE al
10%, las proteinas se transfirieron a PNC, se incub6 con un anticuerpo anti-fosfotirosina (AFT8) a
una dilucién 1:1000 y se revelé con un anticuerpo secundario anti-lgG acoplado a FA a una
dilucién 1:5000. A) Fosforilacién basal de proteinas del eritrocito a partir de extracto total (carril 1) y
fraccion membranal (carril 2). B) Ensayos de inmunoprecipitacion a partir de 1 mg de proteina
proveniente de extracto total, las cuales fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales a-
pl25FAK(2A7) y a-PY(AFTS8), los inmunoprecipitados fueron sometidos a SDS-PAGE,
electrotransferidos y revelados con a-PY(carril 1) y a-pl25FAK(carril 2). En el lado izquierdo se
muestran los marcadores de peso molecular.
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Andlisis de la fosforilacion en tirosina de protein as del eritrocito infectado

con Y. pseudotuberculosis

Cuando los receptores integrina son estimulados, a través de la union a sus
ligandos, forman agregados proteicos conocidos como adhesiones focales, los
cuales favorecen la interaccion de la bacteria con la célula huésped. Durante este
evento es probable que se activen procesos de sefializacion a través de la
membrana que involucren la fosforilacion en tirosina de proteinas. Para evaluar el
efecto de la induccién de fosforilacion de proteinas en una yersiniosis experimental
se llevo a cabo un curso temporal de infeccion con Yersinia pseudotuberculosis en
ratones BALB/c, monitoreandolos a diferentes horas (1, 12, 24 y 48) y
posteriormente fueron analizados con el anticuerpo a-PY (PY20). Detectandose
una proteina de aproximadamente 119 kDa, con un aumento en la fosforilacion de
la misma con respecto al tiempo de infeccion (figura 3, carriles 3-6).

Para confirmar que las variaciones en los perfiles proteicos se deben al
proceso infeccioso, se desarrollé el experimento alterno con un grupo de ratones
sanos ademas 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 fosforilacion de la proteina (figura 3, carriles 1y 2).
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Figura 3. Inmunodeteccion en fase soélida de fosfoproteinas en eritrocitos infectados con Y.

pseudotuberculosis. Los eritrocitos infectados se lisaron, y los diferentes solubilizados obtenidos
a las diferentes horas de infeccion se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE al 10%, las
proteinas se transfirieron a PNC, se incub6 con un anticuerpo anti-fosfotirosina (a-PY20) a una
dilucién 1:500 acoplado a fosfatasa alcalina. Carril 1, eritrocitos de ratdén sano, carril 2, eritrocitos
de raton control inoculado con solucidon salina, carril 3-6 eritrocitos de ratones infectados a
diferentes tiempos. En el lado izquierdo se muestran los marcadores de peso molecular.

Fosforilacion de p125FAK durante el proceso infecci 0so provocado por Y
pseudotuberculosis.

Se ha demostrado in vitro, que la interaccion fibronectina/integrina induce la
fosforilacién en tirosina de proteinas, entre las cuales se encuentran pl125FAK,
paxilina, Src, entre otras. En modelos in vitro e in vivo, los eritrocitos son invadidos
por Y. pseudotuberculosis, y el receptor integrina 1 estad involucrado en la
entrada, supervivencia y proliferacion de la bacteria. Por otro lado, se ha
demostrado en diferentes lineas celulares que pl125FAK esta involucrada en la
internalizacion  bacteriana, y experimenta fosforilacion en  tirosina,
desencadenando eventos de transduccion de sefiales. Con el fin de establecer si
la proteina fosforilada es pl25FAK, procedimos a realizar ensayos de

inmunoprecipitacion de extractos de eritrocitos obtenidos a diferentes tiempos de
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la yersiniosis experimental con el anticuerpo a—PY20 y posteriormente detectando
con el anticuerpo a-p125FAK. Desde la primera hora de infeccion se detecta un
incremento en la fosforilacion 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 interaccion de la bacteria con el
eritrocito (ver figura 4A, carriles 3-6). Para confirmar que las variaciones en los
niveles de fosforilacion en tirosina de p125FAK se deben al proceso infeccioso, se
desarrollo el experimento alterno con un grupo de ratones sanos ademas 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 fosforilacion de pl25FAK (figura 4A, carriles 1 y 2). El analisis
densitométrico muestra un drastico incremento de mas de un 140% en la

fosforilacion de los eritrocitos infectados comparados con los controles (figura 4B).
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Figura 4. Fosforilacion diferencial de la cinasa pl  25FAK durante el proceso infeccioso
inducido por Y. pseudotuberculosis. A. Inmunodeteccion en fase sélida de extractos totales
sometidos a inmunoprecipitacion, incubados con a-PY20 y revelados con a-pl125FAK (2A7). (s)
sano, (css) control inoculado con solucion salina, (1, 12, 24 y 48) horas de infeccion. B. Andlisis
densitométrico de la figura A, representando las unidades de intensidad neta en términos de
porcentaje, considerando como 100%, el resultado obtenido del ratén sano. En el lado izquierdo de
la figura A se muestran los marcadores de peso molecular.
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Microscopia electronica de eritrocitos infectados ¢ on Y. pseudotuberculosis.

Se ha reportado lisis gradual de los eritrocitos durante la yersiniosis, por lo
gue realizamos la observacion de los cambios morfologicos en los eritrocitos por
microscopia electrénica. 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. Microscopia electrénica de eritrocitos de ratbn BALB/c infectados con Y.
pseudotuberculosis. A, eritrocitos de raton sin estimulo, B-F, eritrocitos de raton infectados
durante 1(B), 12(C), 24(D), 36(E) y 48(F) horas. Las flechas sefialan 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 secrecion tipo Ill, secretando una amplia gama de
proteinas, 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 degradacion de las proteinas del eritrocito. Podemos apreciar un patrén de
variacion de las proteinas 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 desarrollé el experimento alterno con un grupo de ratones
sanos ademas de un grupo control, constituido por ratones inoculados con PBS
estéril, sangrados a los mismos intervalos, en los cuales no se apreciaron

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

A B

Carriles Carriles
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 45 6 7 8 910

MPM S CSS 1 8 16 24 32 40 48 MPM S CSS 1 8 16 24 32 40 48

Horas de infeccion Horas de infeccion

Figura 6 Perfil proteico de los cursos temporales de infecci 6n en eritrocitos de ratones
BALB/c inoculados con Y. pseudotuberculosis. A) extracto total y B) fraccibn membranal. S)
raton sin estimular, CSS, raton inoculado con solucion salina fisiolégica 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.

-20 -



VIIl. DISCUSION 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 sintesis de proteinas. Sin embargo, se ha demostrado que en
pacientes con anemia hemolitica, la epinefrina induce en el eritrocito cascadas de
sefalizacion mediadas por la activacidon de proteinas G y proteinas tirosina
cinasas, provocando la adhesiéon de éstos al endotelio vascular, activando un
mecanismo de vasooclusion, que provoca en los pacientes muerte por embolia o
infarto al miocardio .

La mayoria de los componentes del citoesqueleto, excepto la actina, son
fosfoproteinas, algunas reguladas por factores como el calcio y el ATP, de manera
que la fosforilacion puede modificar las interacciones entre estas moléculas,
ejerciendo un efecto sobre la integridad de la membrana y por lo tanto en su
funcion *"*. 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 proteinas que se encuentran fosforiladas en su estado basal y que podrian
tener un papel relevante en la funcion celular (Figura 2). En estudios previos, se
ha analizado el papel de las proteinas del citoesqueleto (espectrina, banda 4.1,
aducina, demantina, banda 3, entre otras), con respecto a los cambios en los
niveles de fosforilacion inducidos por la presencia de hormonas, iones y metales,
evaluando el efecto de estos cambios sobre la integridad morfolégica, mecéanica y

funcional del eritrocito 3%,

Sin embargo, no ha sido reportado el perfil de
proteinas 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 Racl y Rac2 involucradas en la plasticidad celular,
demostrandose que una deficiencia en su expresion produce una alteracién en el
ensamble de actina y por lo tanto una deformacion de su citoesqueleto,

ocasionando alteraciones en la funcion del eritrocito *.

La formacion vy
remodelacion del citoesqueleto de actina es un proceso dinamico regulado entre
Rho GTPasas y proteinas tirosina cinasas, como por ejemplo, p1l25FAK, una

cinasa considerada como el enlace entre la regulacion de los componentes de la
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matriz extracelular y el citoesqueleto de actina ****. En el eritrocito sin estimular
demostramos la presencia de una proteina de 119 kDa (Figura 1),
inmunolégicamente identificada como la cinasa pl125FAK, en una fosforilacion
basal, probablemente involucrada en la sefalizacion mediada por integrinas,
donde pudiera actuar como regulador, interruptor y amplificador de mudltiples
eventos de sefalizacién. En otros estudios se ha reportado esta proteina con un
peso molecular similar al encontrado en este trabajo, sin embargo, no existen
reportes que hayan identificado a pl25FAK en el eritrocito maduro. La
caracterizacion de pl25FAK en el eritrocito es indudablemente un hallazgo
importante, ya que resulta ser una cinasa clave reclutada como consecuencia de
la estimulacion del receptor integrina, ademas de una molécula reguladora del
citoesqueleto, indispensable para la supervivencia de la bacteria **.

El proceso de internalizacion bacteriana en las células de mamiferos,
requiere del contacto y adhesion de la bacteria a la célula huésped, aunque esta
etapa resulta ser un fendémeno relativamente simple de interaccion entre el
receptor de la célula huésped y el ligando bacteriano, la formacién de la copa
fagocitica, la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la internalizacion, se
requiere de la generacion de eventos de sefalizacién en el huésped mucho mas
complicados. El eritrocito llega a ser un blanco de agentes infecciosos por la
abundancia de nutrientes, indispensables para el crecimiento y proliferacion de los
microorganismos, como el hierro y la glucosa, ademas de garantizar la
propagacion hacia otros tejidos y la evasion de la respuesta inmune en el bazo. En
ciertos modelos de infeccién in vivo e in vitro, la invasion de eritrocitos por
Plasmodia es responsable de todos los sintomas y patologias asociadas a la
malaria, de manera que el proceso de internalizacion es clave para el
establecimiento de la etapa infecciosa, la entrada del merozoito involucra a
proteinas del parasito presentes en su superficie que tienen la capacidad de
adherirse *°. Se ha demostrado que bacterias del género Yersinia entran en

contacto con los eritrocitos in vivo e in vitro %>%°

, Sin embargo se requeria
evidencia contundente que demostrara la via de interaccién entre estas células.
En este grupo de trabajo, se demostré por microscopia electrénica que al generar
una infeccion 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 drasticamente su morfologia y funcién, provocando la muerte del ratdon
por hipoxia tisular, al observar amplias zonas de cianosis por la falta de oxigeno
en sus células. Los cambios visibles en el eritrocito sugerian la activacion de
seflales demostradas en otras lineas celulares, en las cuales la interaccion
invasina-integrina 1, activd procesos de sefializacion que involucraban la
fosforilacion diferencial de cinasas como pl25FAK y pl30Cas, favoreciendo el
proceso de internalizacion bacteriana 2.

Cuando se llevo a cabo la infeccion sistémica en ratones BALB/c, a través de
la inoculacién intraperitoneal de Yersinia pseudotuberculosis, se observaron
cambios en la fosforilacion basal y un aumento en los niveles de fosforilacion de
una proteina en particular de aproximadamente 119 kDa que resultdé ser
dependiente de la evolucion del proceso infeccioso (Figura 3), logrando demostrar
mediante ensayos de inmunoprecipitacion e inmunodeteccioén en fase solida que
se trataba de la cinasa pl25FAK(Figura 4). Estos resultados coinciden con
estudios previos realizados en células HelLa, en las cuales se establecié que la
eficiente internalizacion de Y. pseudotuberculosis a la célula huésped a través de
la interaccidn invasina-integrina B1, induce en el citoesqueleto un incremento en
los niveles de fosforilacion de proteinas de la célula huésped en respuesta a la
adhesion, como la activacién de p125FAK *°. Estos resultados coinciden con los
observados en fibroblastos de embriones de pollo (CEFs), donde p125FAK
potencia la actividad fagocitica de la célula, un mecanismo alterno en el que al
reclutarse en el sitio de activacion del receptor integrina, genera cascadas de
sefalizacion en el sitio de la copa fagocitica, induciendo la internalizacion de
Yersinia *’. Ademés se demuestra que las células que sobreexpresan a p125FAK
aumentan su disposicion a la internalizacion bacteriana, probablemente
estimulando la fosforilacion de proteinas clave o aumentando la disponibilidad del
receptor integrina en la membrana *¢°.

Sin embargo, nuestros resultados muestran un incremento en la fosforilacion
a medida que evoluciona el proceso infeccioso. Sin embargo, aun cuando se
observa un aumento en la fosforilacion de p125FAK en respuesta a la union de la
bacteria, no se logra demostrar que el resultado directo de esta sefial conduce a la
internalizacién de la bacteria, aunque se ha demostrado que en células HelLa y
fibroblastos de embriones de raton (MEFs) deficientes en p125FAK, la bacteria es
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4 En otros

incapaz de internalizarse, sin afectar su capacidad de adhesion
modelos de infeccidn in vivo e in vitro, como por ejemplo Plasmodium falciparum,
el cual expresa en su membrana glucosilfosfoinositidos (GPIs), los cuales inducen
sefales cuando se unen a proteinas de la célula huésped que estan fisicamente
asociadas a proteinas tirosina cinasas como Fyn, Lck, Lyn y hck, induciendo la
fosforilacidbn en tirosina de proteinas y por lo tanto, la activacion de sefiales
involucradas en la internalizacién del merozoito al eritrocito *°.

Por otro lado, teniamos evidencia experimental de los cambios morfolégicos
en el eritrocito durante el proceso infeccioso, sin embargo, resultaba importante
establecer si estos cambios se correlacionaban con variaciones en sus proteinas.
Por lo que a través del analisis de los perfiles proteicos, demostramos una
variacion de las proteinas constitutivas del eritrocito, afectandose de manera
drastica los componentes de la fraccion membranal (Figura 6), un proceso que
concuerda con las observaciones previas, en las cuales la evolucion del proceso
infeccioso depende de la interaccidon Yersinia-eritrocito. De igual forma, se
demuestra por microscopia electrénica que Y. pseudotuberculosis entra en
contacto con el eritrocito a través de la interaccion invasina-integrina y es capaz de
internalizarse (Figura 6), aunque seria interesante establecer el papel de p125FAK
en el proceso de internalizacion en el eritrocito.

Esta degradacion gradual es debida probablemente a la accion de las
proteasas secretadas por el SSTT presente en la bacteria. En diferentes lineas
celulares, se ha demostrado que la participacibn de proteinas efectoras de
Yersinia como Yop O, E o T, tienen efectos directos sobre el citoesqueleto de
actina sin afectar el proceso de adhesién de la bacteria a la célula huésped 22,

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 interaccion invasina-integrina 1 (figura 7A), como
consecuencia se activan cascadas de sefializacion, lo que se ve reflejado en un
aumento en los niveles de fosforilacion en tirosina de moléculas como la cinasa
pl25FAK. Esta a su vez induce el reclutamiento de moléculas que estan
involucradas en la modificacion del citoesqueleto de actina, para generar la
formacién de la copa fagocitica y la posterior internalizacion bacteriana, activando
la expresiéon del SSTT, el cual libera proteinas con actividad proteasa, las cuales
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actuan sobre las proteinas del citoesqueleto del eritrocito hasta ocasionar su lisis
(figura 7B).

En resumen, se demuestra por vez primera que el eritrocito posee proteinas
fosforiladas en su estado basal, entre las cuales se encuentra la cinasa de
adhesioén 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 fosforilacion de p125FAK dependientes del tiempo de infeccién, lo cual

resultd ser mediado por el receptor integrina 1.
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Figura 7. Modelo propuesto para la interaccion Yersinia pseudotuberculosis-eritrocito. Y.
pseudotuberculosis entra en contacto con el eritrocito via interaccion invasina-integrina 1 (A). A
consecuencia de esta interaccion se elevan los niveles de fosforilacién de la cinasa p125FAK, la
cual pudiera estar directamente involucrada en el proceso de captacion bacteriana, a través de la
generacion de modificaciones en el citoesqueleto de actina y la posterior formacion de la copa
fagocitica que pudiera inducir la internalizacion de la bacteria (B).
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