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RESUMEN 

 

Yersinia pseudotuberculosis es un patógeno que puede infectar diversos tipos 

celulares como macrófagos, células dendríticas y hepatocitos, pero recientemente 

se ha demostrado que también puede infectar eritrocitos, motivo por el cual en 

nuestro grupo de trabajo se abrió una línea de investigación sobre la interacción 

Yersinia-eritrocito. Se ha demostrado que durante esta interacción los eritrocitos 

sufren cambios morfológicos por lo que en el presente estudio se analizaron tres 

proteínas del citoesqueleto las cuales conforman el complejo ternario, el cual es el 

responsable de dar integridad y estabilidad a los eritrocitos. Se realizaron geles de 

poliacrilamida, técnicas de inmunoprecipitación e inmunodetección con el fin de 

conocer la asociación de las proteínas espectrina, banda 4.1 y actina en 

eritrocitos sanos y en eritrocitos infectados in vivo. A las 48 h de infección hubo 

una pérdida total del 68.5% para la α-espectrina, 75.1% para β-espectrina, 76.6% 

para banda 4.1% y 58.2% para actina. En condiciones basales se observó 

asociación del complejo ternario, sin embargo, a las 12 h de infección hubo un 

pérdida del 75% y 80% para la unión banda 4.1-espectrina y banda 4.1-actina 

respectivamente, mientras que a las 24 h de infección no se detectó asociación. 

Estos resultados demuestran que aunque se encuentren presentes las proteínas 

después de 24 horas de infección, no significa que se encuentren unidas 

formando el complejo ternario, por lo que se propone que dichas proteínas 

podrían encontrarse en forma despolimerizada o bien, siendo degradadas por 

proteasas. En conclusión, se demostró por primera vez que las proteínas 

pertenecientes al complejo ternario disminuyen y se disocian durante el proceso 

infeccioso, lo cual explica los cambios morfológicos encontrados en los eritrocitos 

infectados por Yersinia pseudotuberculosis 

 

 

Palabras clave: Yersinia pseudotuberculosis, eritrocito, espectrina, banda 4.1 y actina.  
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ABSTRACT 

 

Yersinia pseudotuberculosis is a bacteria with the ability to infect many cellular 

types like macrophages, dendritic cells and hepatocytes, but recently has be 

shown that this bacterium can also infect erythrocytes. These findings change 

everything because all the knowledge is about the infection in nucleated cells and 

for this reason we study the Yersinia-erythrocyte interaction. It has been shown 

that in the Yersinia-eryhthrocyte interaction the erythrocytes have morphological 

changes and for this reason we analyzed three proteins of the citoesqkeleton 

wichs form the ternary complex, complex that provides the integrity and stability to 

the red cells. We used SDS-PAGE, inmunoprecipitation and inmunodetection 

assays to know the association of the spectrin, band 4.1 and actin in basal and 

infected erythrocytes in vivo. At 48 h of infection there was 68.5% total loss of α-

spectrin, 75.1% of β-spectrin, 76.6% of band 4.1 and 58.2% of actin. In basal 

conditions we observed association of the ternary complex, however, at the 12 h 

of infection there was a loss of 75% and 80% for the union band 4.1-spectrin and 

band 4.1-actin respectively, while at 24 h of infection there was no association. 

These findings show that although the proteins were present after 24 hours of 

infection, this does not mean that they were associated in the ternary complex and 

we presume that these proteins probably are depolymerized or degraded by 

proteases. In conclusion, we demostrated for the first time that the proteins of 

citoeskeleton espectrin, band 4.1 and actin decrease and dissociate during the 

infection process, which was explains the morphological changes founded in 

Yersinia pseudotuberculosis infected erythrocytes.  

 

Keywords: Yersinia pseudotuberculosis, erythrocyte, spectrin, band 4.1 and actin. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Yersinia pseudotuberculosis es una bacteria Gram negativa la cual es patógena 

para el ser humano. Cuando se ingieren alimentos ó bebidas contaminadas por 

este patógeno puede desarrollarse una enfermedad denominada yersiniosis 

(Yuan, 2006) la cual al igual que muchas enfermedades gastrointestinales 

produce síntomas como dolor estomacal, náuseas, vómito, fiebre y diarrea con 

sangre. Una vez que Y. pseudotuberculosis es ingerida pasa del estómago al 

íleon intestinal, región del tracto digestivo rico en placas de Peyer el cual está 

cubierto por un epitelio especial de células M, las cuales son las responsables de 

recolectar antígenos y transportarlos hacia los linfocitos y macrófagos (Olsson 

2006). Y. pseudotuberculosis puede penetrar las células M por medio de la 

interacción entre sus adhesinas con los receptores integrina expuestos en la 

superficie de estas células. Así, esta bacteria toma ventaja sobre la respuesta 

inmunológica y atraviesa las células M para multiplicarse en las placas de Peyer 

(Hudson y Bouton, 2006). En algunos casos Y. pseudotuberculosis puede 

ocasionar gastroenteritis, apendicitis y linfadenitis mesentérica (Jani y Chen, 

2008) pero cuando el paciente se encuentra inmunosuprimido puede generar 

infecciones sistémicas en hígado, bazo y pulmón (Hudson y Bouton, 2006) y en 

casos más graves, complicaciones como el eritema nodoso y artritis reactiva (Jani 

y Chen, 2008). 

Para los microorganismos patógenos intracelulares la adherencia es un 

mecanismo esencial para que se origine el proceso de invasión, para ello, Y. 

pseudotuberculosis cuenta con 4 adhesinas: invasina, YadA, Ail y antígeno pH6. 

La invasina es la principal proteína de invasión de Y. pseudotuberculosis y Y. 

enterocolítica. Esta proteína tiene gran afinidad por receptores integrina α3β1, 

α5β1 y α6β1 con los cuales se une por medio de 192 aminoácidos de su extremo 

C-terminal (Yuan, 2006) formando una estructura parecida a zipper y permitiendo 

así la internalización a la célula hospedera. Es importante señalar que durante el 

proceso de internalización también están involucrados los filamentos de actina, 

microtúbulos, proteínas tirosina cinasa como Pyk2 y Src, Rac, el complejo Arp 2/3, 

FAK, CAS y Crk (Boyle y Finlay, 2003).  
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La proteína YadA es una adhesina no fimbrial y en Y. pseudotuberculosis tiene 

una secuencia única capaz de interactuar con la integrina α5β1, unión que 

promueve la adhesión e invasión en cultivos celulares aún en ausencia de 

invasina (Heise y Dersch, 2005). Por otra parte, Ail es una proteína de membrana 

externa que confiere resistencia al suero y el antígeno pH6 es una fimbria 

bacteriana importante para la virulencia de Y. pestis y muy probablemente 

también para Y. pseudotuberculosis debido a la gran similitud entre estas dos 

especies (Olsson, 2006). 

Al igual que diversos patógenos Yersinia pseudotuberculosis cuenta con un 

sistema de secreción tipo tres el cual se encuentra codificado en el plásmido de 

virulencia denominado pVY. Como se sabe, los sistemas de secreción tienen 

como objetivo principal secretar, translocar y regular diversas proteínas efectoras 

las cuales en este caso reciben el nombre de Yops. Cada una de las proteínas 

efectoras (YopE, YopT, YopH, YopJ, YopO y YopM) tienen como blanco 

diferentes moléculas de la célula hospedero y una vez internalizadas en la célula 

eucariota tienen como objetivo bloquear la señalización celular para así evadir la 

fagocitosis y poder proliferar extracelularmente (Carlsson et al., 2007).   

Y. pseudotuberculosis puede infectar diversas líneas celulares entre las que 

destacan macrófagos, células dendríticas y hepatocitos, sin embargo, en el año 

2002 se demostró por primera vez que Y. pestis era capaz de infectar y lisar 

eritrocitos (Feodorova, et al, 2002). Este indicio propició el estudio sobre las 

interacciones Yersinia-eritrocito ya que hasta entonces todo lo conocido provenía 

de estudios realizados en células nucleadas. En el año 2006 en nuestro grupo de 

trabajo se demostró que los glóbulos rojos expresan sobre su superficie una 

proteína tipo integrina β1 la cual es reconocida por Yersinia pseudotuberculosis. 

Por otra parte, se observó que durante el proceso de infección los eritrocitos 

sufrían cambios morfológicos desde etapas tempranas de infección, obteniendo 

como resultado final la lisis de la célula (figura 1, Javier, 2006) al igual que los 

resultados obtenidos en el año 2002 por Feodorova y colaboradores.  

Posterior a esto, en el año 2008 se evaluó la presencia de proteínas fosforiladas 

durante la interacción Yersinia pseudotuberculosis-eritrocito. En este estudio se 

demostró por primera vez la existencia de proteínas fosforiladas en los eritrocitos 

en estado basal (p125FAK). Así mismo, se mostró que los niveles de fosforilación 
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de dicha proteína aumentaban conforme transcurría el tiempo de infección. 

Complementando los dos estudios, en este último se sugiere un modelo de 

interacción Yersinia-eritrocito, donde la adhesión se lleva principalmente por la 

unión invasina-integrina β1, teniendo como consecuencia un cambio en los 

niveles de fosforilación de la proteína p125FAK la cual a su vez podría estar 

involucrada en el proceso de captación bacteriana a través de la modificación del 

citoesqueleto de actina y la formación de la copa fagocítica que pudiera inducir la 

internalización de Yersinia pseudotuberculosis al eritrocito (Garibay, 2008).  

 

1 h   12 h                24 h                  48 h            

INFECTADOS

ERITROCITOS
SANOS

 

Figura 1. Cambios morfológicos de los eritrocitos durante la 
infección con Y. pseudotuberculosis. Tomado y modificado de 
Javier, 2006. 

 

Como se sabe los eritrocitos son las células encargadas del transporte de oxígeno 

hacia todos los tejidos del organismo. Su estructura está determinada por el 

citoesqueleto el cual está compuesto por la unión de los filamentos de actina a 

diversas proteínas de la membrana plasmática (Figura 2). En sí, estas uniones 

son las que permiten la fluidez de los eritrocitos a través de los capilares 

(flexibilidad) y por otra parte, la fuerza que necesitan para mantener la integridad 

celular (Lodish et al., 2010). Uno de los complejos estructurales más importantes 

del eritrocito recibe el nombre de complejo ternario. El complejo ternario está 

formado por la interacción del extremo N-terminal de la β-espectrina con un 

polímero de F-actina de 12 a 20 subunidades, donde la proteína banda 4.1 actúa 

como intermediario entre ambas (Mohandas y Gallagher, 2008). Este complejo se 

observa al microscopio como una red hexagonal (Cheng-Zhi, 1988) y actúa como 

un regulador de la estabilidad mecánica de la membrana, además que juega un 

papel muy importante en la prevención de la deformación del eritrocito bajo 

condiciones de estrés (Mohandas, et al, 2008). Algunos experimentos sugieren 

que factores como el calcio y el ATP pueden regular bioquímicamente la 
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estructura del eritrocito, afectando principalmente la unión entre las proteínas 

espectrina y actina. La constante de asociación entre la unión espectrina-actina es 

relativamente baja (K= 5 x 103 M-1) cuando no se encuentra asociada la proteína 

banda 4.1, sin embargo, cuando se encuentra la unión espectrina-banda 4.1-

actina, la constante de asociación es igual a K= 1 x 1012 M-1, lo que determina la 

gran importancia de la proteína 4.1 en este complejo (Li et al., 2007).  

 

 

 

 

Figura 2. Citoesqueleto del eritrocito. Se observa como los filamentos de 
actina se encuentran unidos a diferentes proteínas de membrana. Tomado y 
modificado de Wrong et al., 2002. 

 

La espectrina es una proteína con dos subunidades; α y β. La subunidad α tiene 

un peso molecular de 250 kDa y la subunidad β de 225 kDa (Marchesi, 1983). 

Esta proteína es el principal componente del citoesqueleto del eritrocito la cual se 

extiende hasta la membrana celular manteniendo así la integridad de la célula y 

permitiendo que el eritrocito adopte diversas formas al atravesar los estrechos 

conductos capilares (Alberts et al,. 2002). 

La proteína banda 4.1 tiene diversas isoformas que son tejido-específicas y que 

resultan del proceso de corte y empalme (splicing). En los eritrocitos la isoforma 

que se presenta es 4.1R80 . Esta proteína tiene como función estabilizar el canal 

espectrina-actina y unir al citoesqueleto con la bicapa lipídica específicamente con 

fosfatidilserina y fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (Perez et al., 2006).  
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Los filamentos de actina son polímeros helicoidales de actina que se encuentran 

dispersos en el citoplasma pero que son más abundantes en el córtex (por debajo 

de la membrana plasmática), de ahí radica que una de sus funciones principales 

sea el transporte de compuestos a través de la superficie celular. Estos filamentos 

también son llamados microfilamentos ya que su diámetro oscila entre 8 y 9 nm. 

La actina es un polipéptido polar de 375 aminoácidos de longitud que para su 

polimerización necesita hidrólisis de ATP y cationes monovalentes y divalentes 

como K+ y Mg2+ (Alberts et al., 2002). La forma de las células depende más que 

nada de la organización de los filamentos de actina y de otras proteínas que se 

encuentran conectadas a la membrana plasmática, quienes reciben el nombre de 

‘’proteínas de unión a microfilamentos y membrana’’ (Lodish et al., 2003).  

 

El eritrocito necesita de diversas proteínas para mantener su estructura y poder 

entonces realizar su función la cual es única y vital para todos los seres vivos: el 

transporte de oxígeno. Dado que en investigaciones pasadas se ha observado 

que su estructura es alterada debido a la infección por Y. pseudotuberculosis 

(Figura 1) se considera necesario realizar un estudio donde se analicen los 

cambios en la asociación de las proteínas del citoesqueleto espectrina, banda 4.1 

y actina, donde se espera observar una disminución de la asociación de dichas 

proteínas ya que como se menciono anteriormente, el complejo ternario es crucial 

para la integridad y estabilidad del eritrocito y si sufre cambios morfológicos 

durante el proceso infeccioso, es muy probable que el complejo ternario se 

encuentre alterado en este evento.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Anticuerpos 

Anti-actina, anti-β espectrina, anti-banda 4.1, anti-IgG-HRP (todos de Santa Cruz, 

Biotech). 

 

Cepa bacteriana 

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

corroborada en ratón BALB/c. 

 

Modelo experimental 

Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c, clínicamente sanos y con un 

peso entre 20 y 25 g. Se manipularon de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 

para el manejo de animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) y con la Norma 

Oficial Mexicana para la protección ambiental, salud ambiental y residuos 

peligrosos biológico infecciosos (NOM-087-ECOL-SSA1-2002). 

Cada experimento se llevó a cabo por triplicado. 

 

Cultivo bacteriano 

Se realizó un pre-cultivo en 10 ml de Caldo Soya Tripticasa (CST) a partir de un 

cultivo que se encontraba a 4°C. Después de 24 horas de incubación a 37 °C se 

tomaron 100 µl del pre-cultivo y se inocularon en 50 ml de CST el cual se incubó 

durante 3 horas a 37 °C. Se tomó 1 ml del cultivo y se centrifugó a 3500 rpm 

durante 10 min para finalmente obtener el paquete bacteriano (100,000 UFC). 

 

Vía de inoculación y sangrado de ratones 

Los ratones se clasificaron en 3 grupos: control sano (6), control de inoculación 

(12) y grupo problema (12). Los ratones del grupo problema se inocularon por vía 

intraperitoneal con 100,000 UFC de Yersinia pseudotuberculosis contenidas en 1 

ml de agua inyectable estéril.  

La sangre se recolectó de la vena submandibular según la técnica reportada por 

Golde et al., 2005. Se obtuvieron un total de 48 muestras de sangre (una por cada 

hora de infección) las cuales se recolectaron en tubos que contenían citrato de 

sodio al 5 % como anticoagulante. 
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El control sano no fue inoculado. Al control de inoculación se le inoculó 

únicamente 1 ml de agua inyectable estéril. El sangrado de estos ratones se llevó 

a cabo de la manera mencionada anteriormente. 

 

Purificación de eritrocitos 

Los eritrocitos se purificaron por el método de Ficoll-Hypaque (English y 

Andersen, 1974). Una vez obtenida la sangre se realizó una dilución 1:2 con PBS 

1 X. Por otra parte, en un tubo nuevo se colocaron 300 µl de Ficoll-Hypaque y 

posteriormente se agregaron suavemente 300 µl de sangre diluida en PBS. Los 

tubos se centrifugaron a 4°C durante 15 min a 5,000 rpm. Se desechó el 

sobrenadante. 

 

Lisis de eritrocitos y obtención del extracto total, fracción soluble y fracción 

membranal 

Obtención de extracto total: Para obtener el extracto total al paquete celular se le 

agregaron 150 µl de buffer de lisis (Tris-HCl (pH 7.4) 10 mM, NaCl 150 mM, Tritón 

X-100 al 2 %, NEM 1 mM, TLCK 1 mM, PMSF 1 mM y IA 1 mM). Posteriormente 

se dio vortex 1 min y después reposo en hielo durante 3 min (5 repeticiones 

vortex-hielo). 

 

Obtención de fracción soluble y fracción membranal: El homogeneizado se 

centrifugó a 4°C durante 10 min a 10,000 rpm. El sobrenadante se recolectó en un 

tubo nuevo (fracción soluble). Al pellet obtenido se le agregaron 150 µl de buffer 

de lisis y se sometió al proceso vortex-reposo en hielo mencionado anteriormente 

(fracción membranal). 

 

Cuantificación de proteínas 

Se llevó a cabo por el método de Bradford (Bradford, 1976) para conocer la 

concentración de proteína total presente en extracto total, fracción soluble y 

fracción membranal. 

 

Inmunoprecipitación 

La inmunoprecipitación se llevó a cabo partiendo de 1 mg de proteína total. 

Durante 2 h se incubó la muestra con proteína-A-agarosa a 4 °C en agitación 
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constante (pre-aclarado). Después se desecharon las perlas y al sobrenadante se 

le adicionaron 4 µl del anticuerpo primario anti-banda 4.1. Se incubó durante toda 

la noche a 4 °C en agitación constante. Una vez transcurrido el tiempo se incubó 

con la proteína-A-agarosa previamente acoplada a albumina al 2% durante 2 h a 

4 °C. Se dejó sedimentar el inmunoprecipitado y se desechó el sobrenadante. El 

inmunoprecipitado fue lavado 5 veces con el buffer de lavado (Tris-HCl 0.05 mM 

(pH 7.4), NaCl 150 mM, EDTA 10 mM y Nonidet P-40 al 10 %). Una vez finalizado 

el lavado, se eliminó todo el residuo del buffer de lavado y se agregaron 20 µl de 

buffer de muestra 2X (Tris-HCl 100 mM (pH 6.8), Glicerol, β-mercaptoetanol, 

pironina, azul de bromofenol y SDS). Se hirvió durante 5 min, de dejo reposar 5 

min en hielo y posteriormente se centrifugó a 4 °C durante 1 min a 10,000 rpm.  

El sobrenadante se sometió a SDS-PAGE al 7.5 %. 

 

Electroforesis 

Las muestras obtenidas del extracto total, fracción membranal y fracción soluble 

se sometieron a SDS-PAGE al 10%, mientras que las muestras de los 

inmunoprecipitados se corrieron en geles SDS-PAGE al 7.5%. La corrida se inició 

con un voltaje de 80 V y una vez que la muestra se encontraba en el gel 

separador se aumentó a 120 V. Cada gel se realizó por duplicado. El primero se 

tiño con azul de Coomassie y el segundo se transfirió a membrana de 

nitrocelulosa. 

 

Western blot 

Una vez obtenido el gel de poliacrilamida se llevó a cabo la transferencia a una 

membrana de nitrocelulosa (NTC). Posteriormente se bloqueó la membrana 

incubándose con PBS leche al 2 % durante 2 h a temperatura ambiente y en 

agitación constante. Una vez transcurrido el tiempo se dieron 10 lavados con PBS 

1 X durante 10 min cada uno. 

Se adicionó el anticuerpo primario diluido en PBS (anti-espectrina 1:250, anti-

actina 1:500 ó anti-banda 4.1 1:250) y se incubó durante toda la noche a 4 °C en 

agitación constante. Para eliminar el exceso de anticuerpo se dieron 10 lavados 

con PBS 1X y posteriormente se incubó con el anticuerpo secundario durante 1 h 

a 37°C en agitación constante. Se dieron 10 lavados con PBS 1 X y finalmente se 

reveló por quimioluminiscencia.  
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Análisis densitométrico 

Las bandas obtenidas se sometieron al software Sigma-plot y posteriormente se 

graficaron considerando unidades arbitrarias de intensidad neta contra tiempo de 

infección (h). Los resultados de cada experimento fueron promediados y 

reportados en porcentaje 
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RESULTADOS 

 

En la Figura 3 se muestran las tres proteínas de interés para este estudio. La 

espectrina con sus dos isoformas α y β con un peso de 250 y 225 kDa 

respectivamente, banda 4 .1 con un peso aproximado de 85 kDa y la actina con 

un peso de 45 kDa. Es importante mencionar que dichas proteínas pueden 

señalarse con seguridad ya que el perfil de proteínas del eritrocito está 

ampliamente estudiado y caracterizado (Orlacchio et al., 2007; Chen et al., 2007). 

En esta figura también se muestran los perfiles de proteínas del extracto total, la 

fracción soluble y la fracción membranal, destacando que en cada una de ellas se 

cargó una concentración de 100 µg/µl de proteína total. Puede observarse que las 

proteínas se encuentran en mayor concentración en la fracción membranal. 
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Figura 3. Perfil de proteínas en eritrocito sano. 1) Marcador de peso molecular. 2) 
Extracto total. 3) Fracción soluble. 4) Fracción membranal. Se lisaron los eritrocitos para 
obtener las tres fracciones: ET, FS Y FM. Se cargó en cada carril 100 µg/µl de proteína 
total en SDS-PAGE al 10 %. Técnica de tinción: azul de Coomassie.  

 

Una vez obtenidos los perfiles de proteínas se realizó inmunodetección en fase 

sólida para espectrina, banda 4.1 y actina en las tres fracciones del eritrocito sano 

(Figura 4). Las tres proteínas se encontraron tanto en el extracto total, la fracción 

soluble y la fracción membranal. Puede observarse que la espectrina y la actina 

se encontraron en mayor concentración en la fracción membranal, seguidas del 

extracto total y finalmente la fracción soluble. Por otra parte, la proteína banda 4.1 

parece mantenerse constante en las tres fracciones. Estos resultados coinciden 

con los perfiles de proteínas presentados en la Figura 3.   
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WB: α-espectrina

WB:α-banda 4.1

WB: α-actina

Eritrocito Sano

ET            FS            FM

 

Figura 4. Inmunodetección de espectrina, banda 4.1 y actina en eritrocito 
sano. 1) Extracto total. 2) Fracción soluble. 3) Fracción membranal. Las diferentes 
fracciones se sometieron a SDS-PAGE, las proteínas se transfirieron a membrana 
de nitrocelulosa, se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo primario 
diluido en PBS 1X (anti-espectrina 1:250, anti-banda 4.1 1:250 y anti-actina 1: 
500). Técnica: quimioluminiscencia. 

 

Una vez obtenido el perfil de proteínas en el eritrocito sano se prosiguió con la 

evaluación de los cambios en la concentración de las tres proteínas de interés 

conforme transcurría el proceso infeccioso. Para ello se elaboraron y tiñeron 48 

geles correspondientes a las 48 h de infección, cada uno con las tres fracciones. 

Una vez que se obtuvo el perfil de proteínas de las 48 h de infección se 

seleccionaron cuidadosamente las bandas correspondientes a cada proteína y se 

sometieron a un análisis densitométrico. Los resultaron indicaron alteraciones de 

las tres proteínas en cada una de las fracciones (ET, FS Y FM), sin embargo, 

dado que en los eritrocitos el citoesqueleto está compuesto por las proteínas de 

membrana, se decidió enfocar los siguientes resultados únicamente hacia la 

fracción membranal, tomando como base que la concentración obtenida de cada 

una de las proteínas del eritrocito sano representaba el 100%. 

En la Figura 5 se muestran los cambios que sufrió la α-espectrina. Puede 

observarse que durante las primeras horas de infección se incrementó la 

concentración hasta en un 40.5% (12 h), sin embargo, a la hora 13 ésta disminuyó 

un 73.2% y aunque en las siguientes horas hubo ligeros aumentos, a la hora 48 

hubo una pérdida total del 68.5% en comparación con el control sano.  
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Figura 5. Cambios en la concentración de alfa-espectrina en la 
fracción membranal durante el proceso infeccioso provocado 
por Yersinia pseudotuberculosis.  

 

Un comportamiento similar se observó con la β-espectrina. Como se muestra en 

la Figura 6 a las primeras horas de infección también se observó un aumento de 

la β-espectrina, donde para la cuarta hora de infección se observó casi el doble de 

la concentración que en el control negativo. Sin embargo, de nueva cuenta el 

proceso infeccioso provocó que a la hora 13 la concentración disminuyera en un 

91.3% respecto al eritrocito sano. A partir de la hora 16 se observó un ligero 

aumento de la β-espectrina, sin embargo, para la hora 48 la pérdida total fue de 

75.1% en comparación con el eritrocito sano.  

 

 

Figura 6. Cambios en la concentración de beta-espectrina en la 
fracción membranal durante el proceso infeccioso provocado 
por Yersinia pseudotuberculosis.  

 



15 

 

En la figura 7 podemos observar como la proteína banda 4.1 a la segunda hora de 

infección disminuyó más del 50 % en comparación con el control. A la hora 13 se 

observó una pérdida del 68.1% sin embargo, para la hora 28 hubo un incremento 

casi del 100%. A pesar de esto, a la última hora de infección la proteína banda 4.1 

tuvo una pérdida total del 76.6% en comparación con el control negativo. 

 

 

Figura 7. Cambios en la concentración de banda 4.1 en la 
fracción membranal durante el proceso infeccioso provocado 
por Yersinia pseudotuberculosis.  

 

En la figura 8 se muestran los resultados referentes a la actina. Puede observarse 

que esta proteína también sufrió numerosas alteraciones ya que a la tercer hora 

de infección disminuyo un 66.7%, mientras que a la hora 7 tuvo un incremento 

mayor a la del control sano. A partir de este punto la actina mostró fluctuaciones 

pero a partir de la hora 40 se observó una concentración aparentemente 

constante hasta llegar a la última hora de infección con una pérdida total del 

58.2% en comparación con el control sano. 
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Figura 8. Cambios en la concentración de actina en la fracción 
membranal durante el proceso infeccioso provocado por 
Yersinia pseudotuberculosis. 

 

Con los resultados obtenidos en las figuras 5, 6 7 y 8 es evidente que las tres 

proteínas de interés presentaron diversas variaciones en su concentración 

durante todo el proceso infeccioso donde al final de la infección, las tres proteínas 

disminuyeron notablemente su concentración en comparación con la encontrada 

en los eritrocitos sanos. 

 

En los ensayos de inmunoprecipitación (Figura 9) tanto la espectrina como la 

actina fueron detectadas en los eritrocitos sanos (carril 1), sin embargo, en los 

eritrocitos infectados se observaron variaciones (carriles 2 y 3). Puede observarse 

que a las 12 horas de infección la intensidad y el grosor del bandeo tanto para la 

espectrina como para la actina, disminuyó notablemente en compración con los 

controles (75 y 80% respectivamente) mientras que a las 24 horas de infección 

ninguna de las dos proteínas pudo ser detectada.  
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Figura 9. Asociación de las proteínas espectrina, banda 4.1 y actina en eritrocito 
de ratón sano e infectado con Yersinia pseudotuberculosis. Extracto total 
inmunoprecipitado con anti-banda 4.1. Posteriormente se realizó un SDS-PAGE al 
7.5% y se llevó a cabo una tranferencia a membrana de nitrocelulosa. Las 
membranas fueron incubadas con el anticuerpo anti-espectrina dilución 1:250 (A) y 
anti-actina dilución 1:500 (C). Revelado por quimioluminiscencia. 
B) Análisis densitométrico del panel A. D) Análisis densitométrico del panel C. 

 

 

 

 



18 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

Los eritrocitos son células sanguíneas cuya función es el transporte de oxígeno 

hacia todos los tejidos del organismo. En los humanos tienen una vida media de 

120 días y miden aproximadamente 7.5 µm de diámetro, mientras que los 

conductos capilares miden aproximadamente de 2 a 3 µm (Benz, 2010). Estas 

diferencias de tamaño exigen una estructura celular lo más perfecta posible, 

aquélla que le otorgue estabilidad al eritrocito pero tambien rígidez y flexibilidad al 

mismo tiempo, lo cual es posible gracias a las proteínas que conforman el 

citoesqueleto del eritrocito. El citoesqueleto es el responsable de las diferentes 

formas que adopta la célula y está compuesto por filamentos de actina unidos 

fuertemente a diversas proteínas de la membrana plasmática como espectrina, 

banda 4.1, actina, banda 3, ankirina, tropomodulina, tropomiosina, dematina, 

aducina, entre otras (Mohandas y Gallagher, 2008). A simple vista el eritrocito 

pareciera una célula simple y sencilla, sin embargo, existen numerosos estudios 

fÍsicos (Borghi y Wyart, 2007) y matemáticos (Park et al., 2010) donde se evalúan 

y proponen modelos para poder comprender como una célula puede ejercer una 

función tan vital bajo las condiciones de tensión que experimenta.  

 

En este estudio se analizó la concentración y la asociación de tres proteínas del 

citoesqueleto las cuales conforman el complejo ternario, espectrina, banda 4.1 y 

actina. La espectrina forma filamentos los cuales proveen estabilidad y soporte 

mecánico a la membrana celular. Estos filamentos interactuan directamente con 

los filamentos de actina y otras proteínas como banda 4.1, aducina y ankirina, 

union que permite conectar el canal espectrina-actina con la membrana 

plasmática (Bennett y Baines, 2001). La proteína banda 4.1 es esencial para 

mantener la forma del eritrocito y las propiedades mecánicas de la membrana. Su 

función principal es estabilizar el canal espectrina-actina y mediar la unión con los 

fosfolipidos de la membrana plasmática (Orlacchio et al., 2007). 

En primera instancia se analizó la concentración de las proteínas espectrina, 

banda 4.1 y actina en los eritrocitos sanos para posteriormente compararlas con 

la concentración de dichas proteínas en los eritrocitos infectados. En la Figura 3 

puede observarse que las tres proteínas se encuentran en mayor concentración 

en la fracción membranal lo cual era de esperarse debido a que la mayoría de las 
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proteínas presentes en el eritrocito son proteínas de membrana. En la figura 5 y 

en la Figura 6 se puede apreciar como la concentración de la α y la β-espectrina 

incrementó a las 12 horas de infección un 40.5% y 85.5% respectivamente, para 

posteriormente disminuir a las 13 horas de infección hasta un 73.2 y 91.3% 

respectivamente. A partir de este punto la espectrina presentó fluctuaciones sin 

embargo puede observarse con claridad que a las 48 horas de infección hubo una 

pérdida total del 68.5% y 75.1% para la α y la β-espectrina respectivamente. Por 

otra parte, en la figura 7 y en la figura 8 podemos observar el comportamiento de 

la proteína banda 4.1 y la actina respectivamente. A diferencia de la espectrina 

donde en las primeras horas de infección se muestra un incremento de la 

concentración y posteriormente una disminución, para el caso de las proteínas 

banda 4.1 y la actina se muestran gran cantidad de fluctuaciones donde 

aumentan y disminuyen continúamente, sin embargo, al final del proceso 

infeccioso (48 horas de infección) estas proteinas disminuyeron notablemente su 

concentración en comparación con los controles 76.6% y 58.2% respectivamente.  

Con estos resultados se confirma que durante el proceso infeccioso provocado 

por Y. pseudotuberculosis las proteínas espectrina, banda 4.1 y actina 

disminuyeron notablemente su concentración en comparación con la encontrada 

en los eritrocitos sanos.  

Por su naturaleza los eritrocitos son las células que se encuentran mayormente 

expuestas al estrés oxidativo y dado que no cuentan con un sistema de 

reparación eficiente necesitan ser removidos frecuentemente del torrente 

sanguíneo lo cual se logra gracias a la fagocitosis mediada por los macrófagos. 

En los humanos aproximadamente el 1% de los eritrocitos totales es removido 

cada día, en los roedores se presume podría ser del 2% (Saxena y Khandelwal, 

2009), pero específicamente se sabe que en los ratones BALB/c la vida media de 

los eritrocitos es tan solo de 39.3 días y que aproximadamente el 46.2% de los 

eritrocitos son considerados potenciales peligrosos (Horký et al., 1978). Resulta 

sorprendente que a pesar de la alta tasa de rotación que presentan los eritrocitos, 

la infección haya dominado sobre este fenómeno lo cual provocó la disminución 

en la concentración de las tres proteínas de interés: espectrina, banda 4.1 y 

actina. Estos resultados podrían estar relacionados con la gran capacidad que 

tiene Yersinia pseudotuberculosis para evadir la respuesta inmunológica ya que 

como se mencionó anteriormente, los macrófagos son los responsables de 
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fagocitar a los eritrocitos dañados y si por algo se caracteriza Yersinia es por su 

habilidad para evadir la fagocitosis y debilitar a los macrófagos mediante las 

proteínas efectoras Yops (Bi et al., 2008) 

Estos resultados nos llevan a suponer que las alteraciones morfológicas 

encontradas por Javier en el año 2006 se deben muy probablemente a la 

disminución que sufren las proteínas del complejo ternario el cual como ya se 

mencionó anteriormente es el responsable de dar integridad y estabilidad al 

eritrocito, por lo tanto, si dichas proteínas se encuentran en menor proporción a la 

presente en los eritrocitos sanos, es de suponer que la membrana del eritrocito 

sufrió entonces cambios morfológicos, aunque si bien es cierto, no podríamos 

establecer que este sea el único factor. Para confirmar los resultados anteriores 

se procedió a evaluar la asociación de las mismas proteínas mediante la técnica 

de inmunoprecipitación. En primera instancia se evalúo la asociación de la 

proteína banda 4.1 con la espectrina y posteriormente de la proteína banda 4.1 

con la actina en el extracto total de los eritrocitos sanos e infectados a las 0, 12 y 

24 h de infeccion. En la Figura 9 podemos observar que tanto la espectrina como 

la actina fueron detectadas en los eritrocitos sanos (carril 1), sin embargo, en los 

eritrocitos infectados se observaron variaciones (carriles 2 y 3). Puede observarse 

que a las 12 horas de infección la intensidad y el grosor del bandeo tanto para la 

espectrina como para la actina, disminuyó notablemente en compración con los 

controles (75% y 80% respectivamente) mientras que a las 24 horas de infección 

ninguna de las dos proteínas pudo ser detectada.  

En las figuras 5 y 6, a las 12 horas de infección hubo un incremento significativo 

de la espectrina en comparacion con los controles, motivo por el cual se decidio 

analizar esta hora de infección para conocer si este incremento estaba 

involucrado con la asociación del complejo ternario, sin embargo, los resultados 

obtenidos mostraron que aunque a las 12 horas de infección hubiera mayor 

concentración de espectrina, esto no significaba que hubiera una mayor 

asociación ya que como se muestra en la Figura 9, la asociación de la banda 4.1 

con la espectrina disminuyó un 75 % (A y B), mientras que la asociación de banda 

4.1 con la actina disminuyo 80% (C y D) en comparación con los controles. 

También se realizaron ensayos de Ipp con los extractos totales a las 24 horas de 

infección, sin embargo, en este caso la asociación no pudo ser detectada, por lo 

que podemos concluir que la asociación del complejo ternario se ve afectada 
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radicalmente con el proceso infeccioso y con ello podemos darle una explicación 

molecular a los cambios morfológicos encontrados en los eritorcitos por Javier 

Reyna en el año 2006, que como puede observarse en la figura 1, son cambios 

morfologicos muy severos, los cuales incrementan conforme transcurre el tiempo 

de infección. Dado que el ATP y el Ca2+ son factores que regulan la asociación de 

banda 4.1 con las proteínas espectrina y actina (Li et al., 2007), es muy probable 

que durante el proceso infeccioso se hayan alterado los niveles de estos dos 

factores y esto haya contribuido directamente en la disociación del complejo 

ternario. 

 

Gracias a los antecedentes reportados por Tarone en el año 1979 y Marchesi en 

el año 1983 respecto a la presencia de proteasas en los eritrocitos, ya se cuenta 

con resultados preliminares en nuestro grupo de trabajo los cuales señalan la 

presencia de proteasas en los eritrocitos. Por otra parte, en un estudio realizado 

por Dominguez en el año 2009 se demostró que Yersinia pseudotuberculosis 

cuenta con diversas proteínas con actividad proteolítica las cuales puede secretar 

durante el proceso infeccioso, motivo que nos permite proponer el siguiente 

modelo (Figura 10). Durante la infección con Yersinia pseudotuberculosis se ha 

demostrado que los eritrocitos sufren cambios morfologicos (Javier, 2006) los 

cuales se deben principalmente a la disminución y disociación de las proteínas 

que conforman el complejo ternario. En estado basal el eritrocito se encuentra 

íntegro y estable (Figura 10a) sin embargo, en etapas tempranas de infección 

Yersinia pseudotuberculosis provoca alteraciones en la membrana celular debido 

a la disminución en la concentración y en la asociacion de las proteínas del 

complejo ternario (Figura 10b), fenómeno que se ve agravado conforme 

transcurre el tiempo de infección y que resulta en la lisis total del eritrocito. En 

esta última etapa las proteínas del complejo ternario que ya no se encuentran 

asociadas o polimerizadas son degradadas por las proteasas que se presume se 

encuentran presentes en los eritrocitos ó bien, por las proteasas secretadas por 

Yersinia pseudotuberculosis durante el proceso infeccioso (Figura 10c). 
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Figura 10. Disociación del complejo ternario en los eritrocitos infectados con  Yersinia 
pseudotuberculosis. a) En el eritrocito sano se encuentran asociadas las proteínas espectrina, 
banda 4.1 y actina formando el complejo ternario el cual le da integridad y soporte a la membrana 
celular. b) A las primeras horas de infección comienzan a disociarse las proteínas del complejo 
ternario lo cual ocasiona rompimiento de la membrana y por lo tanto cambios morfológicos en el 
eritrocito. c) En las etapas tardías de la infección el eritrocito sufre cambios morfológicos severos 
debido a la disociación completa del complejo ternario. Los polímeros de actina se disocian así 
como los heterodímeros formados por la α y β-espectrina. Las proteínas del complejo ternario muy 
probablemente son degradadas por las proteasas que se presume se encuentran presentes en los 
eritrocitos ó por las proteasas segregadas por Yersinia pseudotuberculosis. 

 

En conclusión, en este estudio se demuestra por primera vez que las proteínas 

pertenecientes al complejo ternario disminuyen y se disocian durante el proceso 

infeccioso provocado por Yersinia pseudotuberculosis, lo cual explica los cambios 

morfológicos de los eritrocitos reportados por nuestro grupo de trabajo (Javier en 

el año 2006) y todo lo cual contribuye al conocimiento de la interación Yersinia-

eritrocito. 

 

Se considera importante estudiar la participación de las proteasas en los cambios 

morfologicos del eritrocito durante el proceso infeccioso así como la participación 

de proteínas tirosina fosfatasas, ya que en otros tipos celular se ha demostrado 

que estas moleculas alteran la morfología celular. 
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