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ABREVIATURAS 

CD Enfermedad de Crohn 

ASK1 Cinasa de la señal reguladora de apoptosis 1 

ATF2 Activador de factor de transcripción 2 
CU Colitis ulcerativa 

EAEC  E. coli enteroagregativa  

EHEC  E. coli enterohemorrágica 

EIEC E. coli enteroinvasiva 

EPEC  E. coli enteropatógena 
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ICAM-1,  Moléculas de adhesión intracelular 1 

IFNγ Interferón gama 

IgE Inmunoglobulina E 

IkB Inhibidor del factor kB 
IKK Cinasa del IB 

IL Interleucina 

IRAK  Cinasa asociada al receptor de IL1 
JNK Cinasas del amino terminal de c-Jun  

LAL Lisado de amebocitos Limulus  
LPS Lipopolisacárido 

MAPK Mitógenos activados por proteínas cinasas 

MAPK2K (MKK) Mitógenos activados por proteínas cinasas 2 y 3 

MyD88 Proteína de diferenciación mieloide 

NFB Factor de transcripción nuclear kappa B 

Omp85 Proteína de membrana externa 85 

pCEFN1 Plásmido con Pet recombinante 

PRRs Receptores que reconocen patrones 

RPA Ensayo de Protección del RNA 

SPATEs Proteínas de serina autotransportadas de la familia 
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STAT Activador de la transcripción en cascadas de señalización 1 

TAK1 Cinasa activadora de TGFβ 
TLR Receptores tipo Toll 

TNF-R1 y TNF-R2 Receptor 1 y 2 de TNF 

TNFα Factor de necrosis tumoral alfa 

TSS Sistema de secreción 

Ub Ubiquitinación 
VCAM-1 Molécula de adhesión vascular 1 
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RESUMEN 

Pet (toxina codificada en un plásmido) es secretada por E. coli enteroagregativa (EAEC) 

y pertenece a la familia de las SPATEs. EAEC y sus productos, se han vinculado a 

enfermedades intestinales de tipo crónico como: colitis ulcerativa y enfermedad de 

Crohn. Un evento clave de estas patologías es la secreción de citocinas que participan 

en el proceso inflamatorio. Entre estas están: las citocinas conocidas como pro-

inflamatorias, tal como la interleucina 1 (IL1) y el factor de necrosis tumoral α (TNFα), 

las citocinas anti-inflamatorias como el antagonista del receptor de IL1 (IL1Ra) e IL10 y 

otra con actividades no totalmente establecidas en el proceso, como el factor de la 

inhibición de la migración del macrófago (MIF). La expresión de estas citocinas está 

determinada por cascadas de señalización como la vía del NFB/IKK y la vía de las 

MAPK. La participación de estas cascadas es tan amplia que se consideran nodos de 

procesos inflamatorios crónicos. Se ha encontrado que toxinas con dominios de 

proteasa de serina pueden desencadenar la secreción de citocinas de la respuesta 

inflamatoria. Debido a que Pet contiene uno de tales dominios consideramos que la 

proteína podría desencadenar la transcripción de citocinas de tipo inflamatorio. En 

este trabajo nos enfocamos a presentar evidencias de la estimulación que ejerce Pet 

en la transcripción de citocinas que intervienen en el proceso inflamatorio, así como de 

la participación de elementos cascada arriba del proceso. Los resultados nos muestran 

que las citocinas pro-inflamatorias TNFα y MIF tienen una estimulación temprana de 

(10 min) seguidas por la IL1. En el caso de las citocinas anti-inflamatorias se observó 

una respuesta tardía para IL1Ra y la nula respuesta para el caso de la IL10. En cuanto a 

la participación de cascadas de señalización, los resultados muestran que tanto la vía 

de MAPK p38 y como la de IKK/NFB son estimuladas, pero sólo la vía del NFB 

interviene en la respuesta que estimula la transcripción de citocinas. Por lo tanto 

concluimos que: los macrófagos estimulados con Pet desencadenan la transcripción de 

citocinas pro-inflamatorias de manera temprana y posteriormente una de sus 

contrapartes. Una vía que funciona como nodo es la IKK /NFB. 
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ABSTRACT 

Pet (plasmid encoded toxin) is secreted for enteroaggregative E. coli (EAEC), and 

belongs to the SPATEs family. EAEC and its products have seen associated to chronic 

intestinal diseases like: ulcerative colitis and Crohn’s disease. A key event in these 

diseases is the secretion of cytokines involved in inflammation. Among these cytokines 

are: the pro-inflammatory, such as interleukin 1 (IL1), and tumor necrosis factor alpha 

(TNFα), anti-inflammatory cytokines such as antagonist IL1 receptor (IL1Ra) and IL10, 

and other with a not well defined role in the inflammation process such as 

macrophage migration inhibitory factor (MIF). The expression of these cytokines is 

determined by the NFB/IKK and MAPK signaling pathways. The participation of these 

pathways is so broad that are considered as nodes within chronic inflammatory 

processes. It has been found that serine protease domain toxins may trigger the 

secretion of cytokines in the inflammatory response. Since Pet contains one of such 

domain we hypothesized that Pet could trigger the transcription of pro-inflammatory 

cytokines. In this work we present evidence that Pet stimulates the transcription of 

cytokines belonging to the inflammatory process, as well as elements upstream. The 

results show that pro-inflammatory cytokines such as TNF and MIF have an early 

stimulation (10 min) followed by IL1. In the case of anti-inflammatory cytokines a late 

response was observed forIL1Ra expression (3h) and a null response for IL10. As for 

the involvement of signaling cascades, the results show that both IKK/NFB and MAPK 

p38 pathways are stimulated, but only NFB pathway is involved in the cytokine 

transcription stimulating response. We therefore conclude that Pet stimulated 

macrophages trigger the early transcription of pro-inflammatory cytokines followed by 

one of its counterparts. One of the nodes involved is the IKK/NFB pathway. 
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INTRODUCCIÓN 

Escherichia coli es una bacteria que coloniza el tracto gastrointestinal de los mamíferos 

a las pocas horas de nacidos. Este género puede coexistir de manera mutualista con el 

hospedero, compitiendo en la colonización del intestino contra géneros como: 

Bacteroides, Lactobacillus,  Bifidobacterium, Clostridium y Eubacterium (7, 44). Es por 

esta competencia que la concentración de E. coli en el intestino puede variar 

dependiendo del estado fisiológico y clínico del hospedero (89). E. coli se ha dividido 

considerando diferencias genéticas en 5 grupos (A, B1, D, E y B2) (40), dentro de estos 

se encuentran biotipos saprófitos y aquellos que pueden ocasionar enfermedad. 

Dentro de los que ocasionan procesos infecciosos se han dividido en patotipos: ETEC 

(enterotoxigénica), EPEC (enteropatógena), EIEC (enteroinvasiva), EHEC 

(enterohemorrágica) E. coli de adherencia difusa (DAEC) y enteroagregativa (EAEC) 

cada uno de los patotipos, muestran distintos comportamientos clínicos y 

epidemiológicos (25). 

EAEC se describió por primera vez en 1985, su nombre se debe al patrón de adherencia 

definido como “ladrillos apilados” que forma en cultivos de células HEp-2 (46). Es 

responsable de cuadros de diarrea persistente (>14 días) y es el segundo agente más 

importante en la diarrea del viajero, está presente en las diarreas de pacientes 

inmuno-comprometidos y con enfermedades inflamatorias intestinales crónicas. A 

partir de su identificación y hasta la fecha, el número de casos ha aumentado, sobre 

todo en niños tanto de países industrializados como en vía de desarrollo, al grado de 

reconocerlo como un patógeno emergente. La infección por EAEC está pobremente 

definida, las manifestaciones clínicas que se han observado en pacientes infectados 

con EAEC son: diarrea profusa con moco y sangre ocasional. En muestras 

histopatológicas de cortes intestinales, se ha observado infiltración linfocitaria y 

hemorragias en el epitelio intestinal (49). Hallazgos similares se han obtenido en 

modelos de animales infectados con EAEC (96). Los factores que se han asociado a la 

infección por EAEC son la adherencia bacteriana en el intestino, inducción de 

inflamación en la mucosa y producción de enterotoxinas y citotoxinas (Figura 1A-C). 

Entre las toxinas de importancia clínica, se han reportado aquellas que pertenecen al 
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grupo de las proteínas de serina autotransportadas de la familia Enterobacteriaceae 

(SPATEs) (110). 

 

 

 

Figura 1. Factores que intervienen en la infección por EAEC.  

A) Corte histológico de intestino de un niño infectado por EAEC, en donde se aprecia 

infiltrado leucocitario y hemorragias (flechas). B) Corte histológico de infección in 

vitro de intestino inoculado con Pet (SPATE), en donde observamos destrucción del 

epitelio y hemorragias (cabeza de flecha) y vacuolización en la mucosa (flecha 

completa). C) Adherencia de EAEC al epitelio intestinal en forma de “ladrillos 

apilados”. 

 

La familia de las SPATEs es un grupo de proteínas secretadas, a través de un 

mecanismo definido como “autotransporte” que se incluye en el sistema de secreción 

tipo 5. Hasta el momento se han descrito 7 diferentes sistemas de secreción (TSS) en 

bacterias Gram negativas, cuyos nombres se han determinado por el orden 
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cronológico en el que se identificaron asignándoles un número. La finalidad de estos 

mecanismos de secreción, es el paso de proteínas a través de las membranas interna y 

externa hacia el exterior. Para poder exportar proteínas, algunos de estos sistemas 

(TSS 3, 4, 6) necesitan del acoplamiento bacteria-célula blanco del hospedero, por lo 

que se les conoce como dependientes de contacto, mientras que otros  (TSS1,2,5 y 7) 

son independientes de éste. 

El mecanismo TSS5 se subdivide en tres (TSS5a, b y c), las SPATEs se secretan por el 

TSS5a y tienen una gran diversidad en efectos, tales como: citotoxicidad, adhesión, 

lipasa, etc. La liberación de las proteínas está determinada por estructuras que se 

encuentran dentro de su secuencia, mismas que son reconocidas en el proceso de 

translocación (90).  

Estas proteínas presentan un péptido señal; localizado en la región amino terminal, el 

dominio pasajero ubicado en la parte central de la proteína (dominio funcional) y el 

dominio de translocación o β-barril que se encuentra en el extremo carboxilo terminal 

(Figura 2).  

El péptido señal, localizado en la región amino terminal, está compuesto por un rango 

de entre 48 y 59 aminoácidos, este se divide a su vez en tres dominios: el N-terminal 

(25 aminoácidos) en el cual se encuentra una región conservada con aminoácidos 

básicos (carboxilo), el dominio-H con aminoácidos hidrofóbicos y el dominio C-terminal 

que contiene la parte que reconoce al aparato secretor. Este último dominio es el 

responsable de reconocer a la molécula que se encuentra en la membrana interna de 

la bacteria. Su función principal es facilitar el paso de la proteína (pasajero y barril) a 

través de la membrana interna hacia el espacio periplásmico, por medio del translocon 

Sec (32, 106) 

En el dominio pasajero se localiza la porción catalítica de la proteína, este es el 

fragmento que se excreta al espacio extracelular a través de un “poro”, formado por el 

dominio beta barril (31). Las longitudes de los dominios pasajeros que se han 

reportado hasta el momento, van de los 966 a los 1050 aminoácidos y se les atribuyen 

funciones enzimáticas, de locomoción, adhesinas, citotóxicas, inmunomodulatorias y 

de cofactores (112). La familia de las SPATEs, compuesta hasta el momento de 20 
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proteínas, portan el motivo GDSerGS que les da el nombre de proteasas de serina. Los 

sustratos que pueden hidrolizar son diversos (mucina, caseína, espectrina, fodrina, IgA, 

etc.) y al igual que la familia de la quimiotripsinas para catalizar, forman una triada 

compuesta por Ser, Asp e His, aminoácidos que son conservados espacialmente (86). 

El beta barril; es la parte más conservada de las SPATEs, su función es liberar al 

dominio pasajero del espacio periplásmico al exterior. Hasta el momento se desconoce 

el mecanismo exacto por el cual se libera el dominio pasajero del dominio β-barril. El 

corte que los separa se realiza en el dominio conservado FxxEVN/NLNK y 

específicamente entre las dos Asparaginas. Hasta el momento no se sabe el 

mecanismo exacto de salida del dominio pasajero, una de las teorías más difundidas 

es: el dominio pasajero se pliega en el espacio periplásmico, con la participación de las 

proteínas chaperonas como Omp85, que le permite atravesar por el “poro” formado 

por barriles beta. La separación se da finalmente por autoproteólisis en el extremo C-

terminal (Figura 2) (57).  

 

Figura 2. Estructura y mecanismo de secreción de Pet (TSS5-a).  
Dominios de Pet (arriba) y el número de aminoácidos que lo componen (aa). 
Mecanismo de liberación del dominio pasajero (abajo), el péptido señal se muestra en 
amarillo, el dominio pasajero en morado y el β-barril en azul 



 

 

13 

 

 

Las SPATEs que se han identificado en EAEC son la toxina codificada en un plásmido 

(Pet) y la proteína que interviene en la colonización (Pic) (110), de estas últimas Pet se 

ha relacionado con eventos inflamatorios (96). Pet se reportó por primera vez en 1998 

como un producto de secreción de la cepa O42 de E. coli enteroagregativa. Es una 

proteína de 108 kDa codificada en un plásmido de 65MDa relacionado a la adherencia 

de la bacteria. Pet es considerada una SPATE de la familia de las IgA1 proteasas, tiene 

efectos citopáticos dependientes de dosis y tiempo en células HEp-2 y HT29/C1. En 

estas líneas celulares es capaz de alterar el citoesqueleto por la pérdida de fibras de 

estrés, provocando redondeo y liberación del contacto focal celular (41, 84). Los 

efectos anteriores se inducen al internalizarse la toxina a las células, utilizando un 

mecanismo endocítico dependiente de clatrina (82). Posteriormente, la toxina por 

transporte retrógrado pasa por el aparato de Golgi y llega a la membrana plasmática 

para degradar a la fodrina. La proteólisis de la fodrina se lleva a cabo entre los 

aminoácidos M1198 y V1199 en una hélice C, dentro del dominio de unión a 

calmodulina (20, 83). Se ha utilizado a Pet como modelo para el estudio del 

plegamiento proteico y el análisis funcional de la familia de las SPATEs (36, 37). A nivel 

extracelular, se ha observado que actúa como quimioatractante para células 

mononucleares (47). Otras toxinas de la familia de las IgA1 proteasas, secretadas por 

géneros como Neisseria, Haemophilus y Streptococcus; se han relacionado a procesos 

inflamatorios y dentro de la secuencia de estas toxinas el dominio de quimiotripsina se 

ha considerado como uno de los factores de importancia en la respuesta inmune (18, 

76). 

EAEC y sus toxinas (SPATEs) se han asociado a enfermedades inflamatorias crónicas del 

intestino, como la enfermedad de Crohn (CD) y la colitis ulcerativa (CU) (11). Dentro de 

su secuencia Pet posee dominios que podrían estar relacionados con el proceso 

inflamatorio, los dominios involucrados son: 

Dominio parecido a tripsina; secuencia que se encuentra en proteasas de serina, como 

característica principal se encuentra la triada catalítica conformada por una Ser, His, 

Asp (24, 76). 
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El dominio Ricina también está involucrado en procesos inflamatorios y se han 

asociado a la activación de cascadas de señalización como: JNK, MAPK p38 y NFB (66).  

CASH es el dominio presente en proteínas que ligan carbohidratos e hidrolasas. Se 

caracteriza por repeticiones de glicinas y residuos hidrofóbicos conformando las 

unidades repetitivas que forman hélices- en la superfamilia de las pectato liasas. En 

Pet este dominio se encuentra entre los aa 311-479 (29). 

BID 2 es un dominio parecido a inmunoglobulina, éste dominio se encuentra en una 

gran cantidad de bacterias y superficies de fagos, es una molécula de adhesión 

bacteriana que interactúa con la célula hospedera. Contiene 3 dominios de los cuales 

dos de ellos son “parecidos a inmunoglobulina” y otros son de tipo lectina, los dominios 

modulan e implican reconocimiento que podría ser importante en la adhesión celular, 

en Pet esta región se encuentra de los aa  418 al 497 (76) 

MA es el factor quimiotáctico bacteriano, fragmentos que responden a cambios en la 

concentración de atractantes y repelentes en el medio ambiente, en Pet abarca de los 

aa 542 al 754.  

El factor von Willebrand r (VWA); es una glicoproteína multimérica que forma parte de 

los factores del complemento (C2, CR3 y CR4), integrinas, diferentes tipos de colágenas 

(VI, VII, XII and XIV) y otras proteínas extracelulares. Una característica común es que 

pueden formar complejos multiprotéicos que participan en diferentes procesos 

biológicos (adhesión, migración y transducción de señales), e interactúan con una gran 

cantidad de ligandos; en Pet se encuentra entre los aa 654 al 705 (13, 24).  

Los dominios mencionados arriba, se han asociado a procesos que intervienen con la 

respuesta inmune innata, particularmente con el proceso inflamatorio, fenómeno que 

se manifiesta en el hospedero, como respuesta hacia el daño que causa la infección por 

patógenos y sus productos. De manera secuencial, la inflamación se caracteriza por el 

reclutamiento celular en la periferia de los vasos sanguíneos; las células involucradas 

son leucocitos polimorfonucleares, macrófagos y monocitos (30). El macrófago es una 

célula que se especializa en la fagocitosis y la eliminación de microorganismos y sus 

productos. Este tipo celular proviene de la médula ósea, en donde a partir de una célula 

pluripotencial, se convierte a promonocito y posteriormente madura a monocito. Así 
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será liberado a la circulación sanguínea, en donde conformará del 1 al 6% de leucocitos 

totales y posteriormente emigrará a su lugar de residencia, en donde se convertirá en 

macrófago (60, 71). Para desarrollar con eficacia sus funciones, los macrófagos poseen 

en su superficie gran cantidad de receptores conocidos como: receptores que 

reconocen patrones (PRRs). Dentro de este grupo podemos encontrar a todos los 

receptores que son capaces de reconocer a patógenos  y sus productos para su 

posterior destrucción y eliminación. Algunos PRRs que se encargan de detectar 

antígenos son los receptores tipo: Toll (TLRs), manosa, “scavenger”, CD14, CD40 (105). 

Una vez unidos a sus ligandos los PRRs tienen la capacidad de transducir la señal para 

desencadenar la transcripción de citocinas, mismas que intervienen en la respuesta 

inmune y activan la inmunidad innata (52). Las citocinas son proteínas secretadas por 

las células del hospedero que regulan acciones sobre otros y/o el mismo tipo celular. 

Las principales citocinas que se involucran en el proceso inflamatorio son: el factor de 

necrosis tumoral alfa (TNFα) e interleucinas (IL) como: IL1, IL6, MIF, IL1Ra, IL10, entre 

otras (62, 109). 

TNFα es una citocina pro-inflamatoria multifuncional que interviene en la regulación de 

la proliferación celular, diferenciación y apoptosis; además induce la producción de 

otras citocinas de la respuesta inmune (1). Es producida principalmente por los 

macrófagos, aunque se ha observado que otros tipos celulares pueden generarla, tal es 

el caso de: células linfoides, cebadas, endoteliales, fibroblastos y tejido neuronal (65). 

Es un homotrímero de 157 aminoácidos y transduce su señal principalmente a través de 

dos tipos de receptores TNF-R1 y TNF-R2, ambos transducen la señal hacia factores de 

transcripción nuclear tales como: c-Jun y NFB, que a su vez pueden inducir la 

expresión de otros genes importantes para el desarrollo, crecimiento, diferenciación 

celular, supervivencia, estrés, inflamación y oncogénesis (22). La producción de esta 

citocina y sus efectos se han asociado a enfermedades tales como colitis ulcerativa, 

enfermedad de Crohn y artritis reumatoide (97). 

IL1 fue la primera interleucina descrita, se han encontrado diversas funciones para esta 

citocina, sobre todo las relacionadas con la respuesta inmune innata (inflamación) y en 

la diferenciación de células T que intervienen en procesos inflamatorios crónicos (102). 
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Las dos proteínas que unen y activan al receptor de IL1 (IL1R); son la IL1α y la IL1β, 

ambas ejercen la misma actividad biológica, aunque se ha especificado que la IL1β se 

secreta por leucocitos y se puede encontrar en circulación, mientras que la IL1α está 

más asociada a la membrana plasmáticas de las células epiteliales, por lo tanto puede 

actuar de manera local. La IL1β se produce en su mayoría por monocitos circulantes y 

macrófagos, mientras que la IL1α se ha encontrado además en queratinocitos y células 

endoteliales (34). Ambos tipos se han asociado a procesos inflamatorios agudos y 

crónicos.  De manera particular la  IL1α juega un papel importante en el “priming” o 

preparación de las células T, en la hipersensibilidad e inducción de IgE, mientras que la 

IL1β se ha implicado en la inducción de fiebre y procesos inflamatorios (80).  

MIF (factor inhibidor de la migración) es una citocina que se relacionó inicialmente en 

reacciones de hipersensibilidad retardada, pero hoy en día se sabe que participa en 

eventos como la inflamación, diferenciación, supervivencia y apoptosis celular. En 

procesos infecciosos se ha observado que MIF puede actuar como citocina de tipo pro-

inflamatorio, promoviendo las respuestas innata y adaptativa, a través de la activación 

de macrófagos y células T (94). MIF es liberado después de que el hospedero interactúa 

con los microorganismos y/o sus toxinas, por efecto de citocinas pro-inflamatorias o la 

activación por otros antígenos. Como respuesta a los estímulos anteriores promueve la 

supervivencia celular, evitando en algunos casos el choque séptico, pero prolongando 

los efectos inflamatorios de otras citocinas (77). Además se ha asociado con la 

producción de TNFα, IFNγ, IL1, IL12 e IL6, óxido nítrico y productos de la vía del ácido 

araquidónico (18). 

La respuesta inflamatoria puede ser regulada de manera parácrina y autócrina, por lo 

tanto al estimularse citocinas de tipo pro-inflamatorio, se activan otras vías para 

disminuir la actividad inflamatoria. Para este último evento IL1 Ra y la IL10 son citocinas 

que son importante en la regulación de la respuesta inflamatoria  

IL1Ra pertenece a la familia de la IL1 y tiene afinidad por el mismo receptor. Se ha 

observado que su secreción está mediada directamente por la estimulación en la 

producción de IL1(3), al competir por el mismo receptor disminuye los efectos 

inflamatorios de IL1(93). Por otro lado la IL10, es una citocina que se considera anti-
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inflamatoria, es secretada por linfocitos B, diferentes subtipos de células T (TH2, TH17), 

monocitos y células dendríticas (98). Dentro de sus funciones se encuentran la  

inhibición de la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II y la 

expresión de moléculas como CD80 y CD86, por lo que inhibe la maduración de células 

dendríticas. Otro efecto de la IL10, es inhibir la producción de citocinas pro-

inflamatorias como IL1 TNFα, IL12 y aumenta la producción de IL1Ra. De manera 

interesante no se ha observado producción en enfermedades inflamatorias intestinales 

(42, 59). 

Como hemos descrito las citocinas necesitan unirse a un receptor para que cumplan su 

función biológica, de este modo pueden desencadenar la señalización y activar la 

maquinaria genética y funcional que caracteriza a la respuesta inmune innata, 

específicamente el proceso inflamatorio. Las vías de señalización más comunes que 

intervienen dentro del proceso inflamatorio son: la vía de los mitógenos activados por 

proteínas cinasas p38 (MAPK p38) y la vía del factor de transcripción nuclear kappa B 

(NFB) (5, 14). 

La cascada de MAPK, está integrada por 3 componentes secuenciales que se activan 

por fosforilación de las proteínas llamadas proteínas cinasas de las cinasas de MAPK 

(MAP3-K), que activan a las MAP 2- cinasas (MAP2K), que a su vez activan a las MAPK 

(Figura 3). Todas las MAPK tienen como característica general un motivo de Thr-Xaa-

Tyr (TXY), difieren entre ellas por el aminoácido intermedio. La fosforilación de la Thr y 

la Tyr dentro del asa de activación es necesaria para que se encuentren en su forma 

activa. Las MAPK se dividen en tres familias principales: a) Las cinasas reguladas por 

señales extracelulares (ERK1/2 o p42/44), cuyo dominio de modulación es Thr-Glu-Tyr, 

esta gran familia se divide en 2 grupos: ERK1 y ERK2, y el otro grupo conformado por: 

ERK3, ERK5, ERK7 y ERK8; estas últimas consideradas como cinasas de gran tamaño 

pues sus pesos radican entre 60 y 100kD. b) Las cinasas del amino terminal de c-Jun 

(JNK) que contienen la secuencia Thr-Pro-Tyr como dominio de activación y se dividen 

en JNK1, JNK2 y JNK3. C) Las cinasas p38 (incluyen a los tipos α, β, γ, δ) tienen un 

dominio de activación Thr-Gly-Tyr, su peso es de 38 kDa y está reguladas por 

diferentes estímulos extracelulares, tales como la luz UV, calor, estrés y citocinas 
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(TNFα e IL1). Los diferentes activadores muestran lo complejo que pueden ser los 

caminos de p38 y por lo tanto puede ser estimulada corriente arriba por diversas 

cinasas, como son: MAP3K,  MAP2K y MAPK p38.  

Estas vías se pueden estimular cuando las células están sensibilizadas con TNFα o IL1. 

Después de que IL1 es ligada al receptor, se forma un complejo citosólico que  

comprede a MyD88 (Gen 88 de respuesta primaria en diferenciación mieloide)  y TollIP 

(proteína que interactúa con Toll). Este complejo recluta a proteínas como IRAK (cinasa 

asociada al ceptor de IL1) que a su vez activa a TRAF6 formando un complejo y este 

activa a TAK1 (cinasa activadora de TGFβ). TAK1 puede activar a las MKK2, que a la vez 

pueden activar a MAPK p38 mismo que actúa sobre el activador de factor de 

transcripción 2 (ATF2) o el activador de la transcripción en cascadas de señalización 1 

(STAT1) quienes regularán funciones como:  respuesta inmune, diferenciación celular y 

sobrevivencia (Figura 3) (2, 113) 
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Figura 3. Cascada de señalización de MAPK p38 
 
Diferentes estímulos tales como: factores de crecimiento, citocinas inflamatorias o un 
amplio rengo de factores medio ambientales que provocan estrés, son los activadores 
de la vía de MAPK p38 dando como resultado diversos blancos corriente abajo, 
proteínas que pueden fosforilar a las MAPK3K (MKKK), que a su vez forforilaran al las 
MAPK2K para finalmente tener como blanco a la MAPK p38. 
TRAF (Factor asociado al receptor TNF), Cdc42 (Ciclo de división celular 42), ASK1 
(cinasa de la señal reguladora de apoptosis 1), DLK1 (proteína similar a delta 1), TAK1 
(cinasa activadora del factor de crecimiento transformante β), MAPK (mitógenos 
activados por proteínas cinasas), MKK3 (MAPK cinasa de cinasas).   

 

La activación de la vía del NFB está caracterizada corriente arriba por dos vertientes: 

la vía clásica y la vía alterna; ambas vías pueden activar la transcripción de genes que 

intervienen en la inflamación. La vía clásica se ha observado que se dispara en 

infecciones por virus y bacterias e involucra la activación del complejo IKK, el cual está 

compuesto por IKKα, IKKβ (IKKα/β) y la unidad regulatoria IKKγ, también conocida 

como NEMO. IKKα e IKKβ tienen una estructura similar (50% de identidad), dentro de 

sus secuencias contienen los dominios de cinasa; que regula la actividad de la proteína,  

el dominio rico en leucinas; este sirve para formar heteodímeros y la región de anclaje 

con la IKKγ. El mecanismo exacto por el cual estas proteínas son activadas corriente 

arriba es desconocido, pero se sabe que su activación está determinada por una 

fosforilación en la Ser 177 y 181 para la IKKβ y la Ser 186 y 180 para la IKKα, localizados 

en el dominio de cinasa. La activación del complejo IKK se ha relacionado con la 

activación de diferentes receptores y sus ligandos, tal es el caso de los receptores tipo 

Toll, que al ser estimulados, pueden transducir la señal vía IKKα y éste a su vez, activa 

al complejo IB, (Ser32 y Ser36 de IBα), lo que desencadena la poliubiquitinación 

(Lys21 y Lys22 de IBα) y degradación por el proteosoma. Previo a la estimulación de 

la vía, el complejo IB tiene secuestrado al NFB, cuando se fosforila y degrada, 

promueve la liberación del dímero que compone al NFB (p65 y p50). Cuando el 

complejo es liberado se transloca al núcleo, en el caso de la vía clásica, p50 es 

favorecido en la translocación, quien a su vez estimula la transcripción de genes que 

codifican para la expresión de citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesión (ICAM-1, 

VCAM-1), enzimas que producen mediadores secundarios de la inflamación,  
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mediadores de la apoptosis y diferenciación celular (Figura 4). Estas moléculas son 

importantes para la respuesta inmune y particularmente en el proceso inflamatorio, 

donde predominan citocinas como: TNFα, IL1, IL6, IL12 (51, 54, 67). 

 

Figura 4. Vía de activación clásica del NFB a través de TLRs. 
Los receptores tipo Toll, reconocen patrones moleculares asociados a patógenos 
(PAMPS), una vez unidos con el ligando, para transducir la señal y amplificar la señal, 
reclutan proteínas adaptadoras que se encuentran en el citoplasma, proteínas como 
MyD88 (proteína de diferenciación mieloide) que recluta a proteínas como las  IRAK 
(cinasa asociada al receptor de IL1) y TRAF6 (factor asociado al receptor de TNF). Las 
proteínas blanco del complejo MyD88-TRAF son las IKKα,β y γ. Cuando éste otro 

complejo se fosforila, activa al complejo IB, que tiene secuestrado NFB (p50, p65), 

cuando el complejo es fosforilado IBαse degrada y promueve la liberación y 

translocación del NFB. Los genes blanco de éste factor de transcripción, codifican 
para una gran variedad de citocinas que pertenecen al proceso inflamatorio, tales 

como IL1 y TNFα, que a su vez pueden activar al  mismo NFB creando 
retroalimentación positiva.  

 

La vía del NFB forma parte de un nodo central asociado con enfermedades 

inflamatorias crónicas, tal es el caso de la CU y CD, que forman parte del síndrome 
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inflamatorio crónico intestinal (27). Uno de los factores de gran relevancia en el 

síndrome inflamatorio crónico del intestino es la polarización en la microbiota 

intestinal. Se ha observado que las E. coli proliferan cuando los procesos inflamatorios 

crónicos se han establecido (58, 93). Los grupos filogenéticos que se han relacionado 

con la inflamación crónica son aquellos en los que se ha comprobado tienen la 

capacidad de secretar SPATEs,  lo que sugiere que dichas proteasas podrían estar 

relacionadas con el proceso inflamatorio (28, 70, 73, 99). Lo anterior permite sugerir 

que Pet podría estar participando en la inducción de la respuesta inflamatoria. Por lo 

tanto en este estudio analizamos la participación de Pet en la inducción de algunos de 

los procesos de la respuesta inmune innata de macrófagos. 
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HIPÓTESIS 

 La toxina Pet secretada por E.coli activará la transcripción de citocinas 

inflamatorias de la respuesta inmune a través de las vías  MAPKp38 y NFKB/IKK. 

 

OBJETIVOS 

 Determinar la transcripción de citocinas de la respuesta inflamatoria inducidas 

como respuesta a Pet en macrófagos J774. 

 Identificar la cascada de señalización que participa en la transcripción de 

citocinas del proceso inflamatorio. 

 Determinar si la transcripción de citocinas es generada por fragmentos de Pet  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Purificación de Pet  

Se cultivó la cepa pCEFN-1 (recombinante con Pet) en medio LB con 100 µg/ml de 

ampicilina durante 16h, posteriormente se sembró el 10 % de este cultivo en medio 

fresco durante 4 horas con agitación con constante (100 rpm) a 37°C, después se re-

sembró el 1% del último cultivo en medio LB fresco y se incubó por 6 horas más. 

Posteriormente, se centrifugó el total del cultivo a 17500 X g durante 20 minutos a 4°C 

y se obtuvo el sobrenadante, el cual se precipitó con sulfato de amonio a una saturación 

del 75% (470gr/L) durante toda la noche a 4°C. El precipitado se colectó por 

centrifugación a 17500 X g durante 30 minutos a 4°C, se resuspendió con solución 

amortiguadora de fosfato de sodio 70 mM pH 8.2, y se dializó contra el mismo 

amortiguador. El dializado se concentró a través de membranas de celulosa Amicón 100 

(905024, Millipore USA) para someterlo a cromatografía. Fueron utilizadas columnas 

de: intercambio aniónico (Q-Sepharose) e intercambio catiónico (Mono S HR 5/5); 

fueron equilibradas con Tris-HCl 50 mM-EDTA 10 mM a pH 8.0 (Tris-EDTA). Para eluir se 

utilizó Tris-EDTA en la Q-Sepharose y Mono-S en donde las fracciones proteicas fueron 

retenidas se utilizó NaCl (1M) para aumentar la fuerza iónica del sistema. La 

concentración de proteína se determinó por el método de Bradford. El proceso de 

purificación de Pet se analizó mediante SDS-PAGE 10% teñido con azul de Coomassie y 

tinción de plata.  

Prueba de Limulus 

Se utilizó el ensayo de LAL (lisado de amebocitos Limulus) (cat N412 Cambrex) para 

detectar los niveles de endotoxinas de Pet, RPMI 1640 y RPMI1640 SFB. Se siguió las 

especificaciones del proveedor para realizar los experimentos. 100μl de la proteína 

(180µg) se mezclaron con 100μl de LAL y se incubaron durante 60 minutos a 37°C por 

duplicado. 

Autoproteólisis de Pet  

Para el ensayo de fragmentación se utilizó 20µg de Pet purificada en 100μl de RPMI, se 

incubó durante 0.16, 0.5, 1, 3, 12, 24, 36, 48, 72 y 96 horas a 37°C en con 80% de 
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humedad. Las digestiones se visualizaron por medio de SDS-PAGE 10% teñido con azul 

de Coomassie. 

Cultivo celular  

Macrófagos de ratón de la línea J774A.1 se cultivaron en medio RPMI 1640 (cat. R6504 

Sigma, USA) suplementado con L-glutamina 2mM (Cat. 25030-149, Gibco USA), 

aminoácidos no esenciales 1mM (Cat. 111450, Gibco USA),   piruvato de sodio 1mM 

(Cat. 11360070, Gibco USA) y  suero fetal bovino al 10% (Cat. 10437010, Gibco USA).  

RNA 

Se obtuvo el RNA de 8x105 células, las cuales se pre-incubaron durante 30 minutos con 

20μg de cicloheximida, terminado el plazo, las células se confrontaron con 200ng de Pet 

purificada a las 0.16, 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo las 

células se lisaron con Trizol (cat. 10296-028 Invitrogen USA), el resto de la extracción se 

realizó con el Kit Rnaeasy (cat. 74104, Qiagen USA). El RNA se cuantificó por medio de 

su absorbancia a 260 nm. 

Ensayo de RPA (Ensayo de Protección de RNAsa) 

El cDNA se sintetizó, en presencia de 100 µCi de 33P-UTP, con el kit de transcripción (BD 

biosciences 556850) utilizando las sondas mCK-2b y mCK-3b Multi-Probe Template Set 

(556156 y 556158 BD biosciences). La hibridación se realizó incubando 10µg del RNA 

de los macrófagos con las sondas (33P-cDNA), toda la noche a 60°C. El ensayo de 

protección de RNasa se llevó a cabo utilizando los componentes del Kit  556134 (BD 

biosciences), en donde la digestión con RNasa I se realizó durante 1 hora a una 

temperatura de 37°C. El tratamiento con proteinasa K se llevó a cabo después de la 

digestión con RNasaI; los fragmentos digeridos se incubaron con la proteinasa K 

durante 15min a una temperatura de 37°C y después se transfirieron a 4°C para 

precipitar los fragmentos digeridos. La precipitación se realizó con 1.5µl acetato de 

amonio (4M), 1µl Glyco-blue (9515 Ambion) y 650µl de etanol absoluto por muestra,  

incubando las muestras a -80°C durante 10 min, se centrifugó a 14000 rpm 10min, la 

pastilla que se obtuvo se resuspendió en amortiguador de carga y se resolvió 

electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante 6% (urea 40% en TBE). El gel se 
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secó y fue expuesto a placas de phosphorimager que fueron leídas en el Typhoon. La 

densitometria se llevó a cabo con el software Lab Works (Cambidge UK).  Los 

resultados fueron expresados como el cociente de la cantidad de citocina y el gen 

constitutivo L32. 

Western Blot  

Células J774 (8x105) fueron incubadas por 36 horas en RPMI 10% SFB, se retó con Pet 

en RPMI sin suero a los tiempos indicados en las figuras. Posteriormente las células 

fueron lisadas con amortiguador de Laemmli, el extracto crudo se resolvió con SDS-

PAGE al 8%, los geles fueron transferidos a membranas de PVDF. Las membranas fuero 

incubadas toda la noche a 4°C en presencia del anticuerpo primario (1:1000), en el 

caso de los ensayos de IKKαβ fueron utilizados los siguientes anticuerpos: pIKKαβ 

(pSer176/p180 de IKKα) Cell signaling (cat 2697 New England); para determinar el 

control de carga se utilizó anti- Actina C-terminal (aminoácidos 350-375) de Santa Cruz 

Biotechnology (sc-8432 USA). En el caso de los ensayos de MAPK/p38 fueron utilizados  

los anticuerpos; phospho-p38 MAPK (pThr180/pTyr182) mAb (cat 9216 New England) y 

como control de carga el anticuerpo policlonal p38/MAPK el cual reconoce niveles 

endógenos de p38 α, β y γ  (cat 9212, New England). 

El anticuerpo secundario que se utilizó fue anti ratón marcado con peroxidasa (cat. 

074-183, KPL USA), en una dilución 1:10,000. Las bandas se revelaron por medio del kit 

de ECL SuperSignal West Femto (34095 Pierce).  

Para los experimentos de inhibición de la IKK se utilizó surfactina de Bacillus subtilis 

(Sigma, S3523) a una concentración de 10μM. La surfactina se añadió 2 horas antes del 

estímulo con Pet.  

En el caso de la inhibición de p38 se utilizó SB203580 (cat 559389, Calbiochem USA) a 

una concentración de 20 µM. 

Ensayo de supervivencia intracelular 

Para determinar la supervivencia de los macrófagos se incubó 1x104 células en 2 

placas de Terasaki (cat. 136528; Nunc Denmark). Las placas fueron centrifugadas a 

1200 X g y se incubaron toda la noche a 37°C, 5 % de CO2 y 95% de humedad. 
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Posteriormente se retiró el medio de los pozos para inocular 105 bacterias (en un 

volumen de 5 µl). Las placas se centrifugaron durante 10 minutos a 300 X g  

agregando una gota de agua destilada estéril en cada una de las esquinas de ambas 

placas para incubarlas 4 horas en las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo, 

cada poso se lavó 5 veces con RPMI (10μl). Para la placa del T1 se depositó 10 μl de 

medio fresco y se incubó durante 2 horas. Para la placa correspondiente al T0, las 

células fueron lisadas con Tween 20 al 0.5%. Una vez lisadas se determinó el número 

de unidades formadoras de colonia (UFC) por conteo en placa. Una vez transcurrido 

el tiempo para la placa T1 se realizó el conteo de UFC por el mismo procedimiento. 

Los resultados se reportan en porcentaje (al T0 se consideró como el 100%) de 

replicación intracelular. Cada experimento se realizó por triplicado en forma 

independiente y los resultados se expresan como la media en porcentaje. 
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RESULTADOS 

Purificación de Pet  

El proceso de purificación de Pet se muestra en la Figura 1. En el perfil de elución de la 

columna Q-Sepharose amortiguada con Tris-EDTA, Pet se encontró entre los eluatos 9-

13 (Figura 5A). En la columna Mono S, Pet fue retenida, se recuperó cambiando la 

fuerza iónica del sistema (NaCl 1M), Pet se recuperó en las primeras fracciones (22-25) 

(Figura 5B). La purificación de la proteína resultó adecuada con el procedimiento 

utilizado, la identidad de Pet se confirmó tanto por Western-Blot (Figura 5C) como por 

la secuenciación de la proteína. Con respecto al rendimiento que se obtuvo este fue 

del 3% partiendo de un volumen inicial de 4L. Con relación a la prueba LAL para 

verificar de presencia de LPS en la proteína, los resultados obtenidos mostrados que 

los niveles fueron menores a 0.125 EU/ml (unidades de endotoxina), cantidad no 

significativa para disparar cascadas de señalización. Los medios de cultivo celular 

(RPMI, RPMI 10% SFB), fueron reportados como libres de endotoxina. Una vez seguros 

de que la toxina tenía características adecuadas de pureza, realizamos el resto de los 

procedimientos. .  

Inducción de la expresión de citocinas como respuesta a Pet  

Una vez que se purificó Pet y se definió su contenido de LPS, exploramos si Pet 

desencadenaba la transcripción de citocinas que intervienen en el proceso 

inflamatorio. La producción de citocinas se analizó por RPA a diferentes tiempos de 

incubación en macrófagos estimulados con Pet.  
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Figura 5. Proceso de purificación de Pet.  
A Perfiles de elusión de Pet en cromatografía utilizando Q-Sepharose. B Perfiles de 
elusión de Pet con la Resina Mono-S. C SDS Page y Western Blot de Pet después de la 
obtención por la resina Mono S. 
 

 

Los resultados obtenidos mostraron que IL1, TNFα, MIF e IL1Ra son las citocinas que se 

expresaron (Figura 6). Los mRNA de TNFα y MIF fueron los más abundantes. La 

expresión de ambas citocinas se observa entre los 10 y 30 minutos (50% sobre el basal) 

y los niveles se incrementan a partir de las 3 horas, sin embargo, TNFα va 

disminuyendo de manera gradual hasta las 12h sin llegar al basal. En el caso de  MIF el 

incremento es sostenido hasta las 12 h. Con relación a IL1 su expresión se observa 

partir de los 30 min (2 veces) y los niveles presentan un incremento de hasta 4 veces el 

cual se sostienen hasta las 3 h; a partir de este momento y hasta las 12 h se observa 

que disminuye a un valor de 3 veces sobre el basal. En el caso de la IL1Ra se observó 
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que Pet induce un aumento en su expresión a partir de las 3 horas, con un máximo de 

6 veces sobre el basal a las 12 h. 

 

 

Figura 6.  Pet estimula la expresión de citocinas pro-inflamatorias en macrófagos 
J774. 
Las células fueron incubadas con 200 ng/ml de Pet a los tiempos indicados, en medio 
RPMI sin suero. La expresión del RNA mensajero fue determinada por RPA. Los 
valores mostrados fueron obtenidos de la densidad de las bandas (MIF, IL1, IL1Ra, 
TNFα, IL10 y L32) y son expresados como el cociente de la citocina en estudio y el gen 
constitutivo L32. El resultado representa el promedio ± DE de tres experimentos. 

Fragmentación de Pet 

Una vez comprobado el efecto en la producción de citocinas inflamatorias inducido por 

Pet, se realizó el fraccionamiento de la toxina con la finalidad de  identificar alguna 

región de la proteína que estuviese involucrada en la transcripción  de citocinas  sobre 

los macrófagos. Para tal se realizaron ensayos  de degradación utilizando las proteasas: 
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tripsina, pronasa y la autodegradación de la toxina Pet. En el ensayo con pronasa 

(Figura 7A) no se identificó un patrón de degradación que permitiera la separación de 

fragmentos, con tripsina por el contrario se obtuvieron productos de: 80, 60, 45 y 25 

kDa. Los productos de degradación con tripsina se consideraron adecuados para la 

separación. La autoproteólisis de Pet (Figura 7B), ocasionó la degradación completa del 

dominio pasajero (104kD)  

 

 
Figura 7. Degradación por proteólisis de Pet. 
 
 A; SDS-PAGE de la proteólisis de 20 µg de Pet, con tripsina a los 10, 20, 30 minutos 
(carriles 3, 4, 5 respectivamente) y pronasa a los mismos tiempos (carriles 6, 7, 8). B; 
SDS-PAGE con la autoproteólisis de 20 µg de Pet a las 96 (carril 2) y 72 horas (carril 3). 
A, B; en el carril 1 se encuentran el marcador de peso molecular  

 

Una vez obtenidos los fragmentos de la proteína se trataron de separar utilizando 

técnicas como: columnas de exclusión molecular, de intercambio catiónico Mono-S y 

geles nativos, para cada uno de los casos no se obtuvieron resultados positivos. En este 

proceso encontramos diferentes dificultades técnicas, la separación de los fragmentos 

fue complicada debido a las características de los mismos fragmentos, en geles de 

doble dimensión mostraron puntos isoeléctricos con poca variación (pH 6 y 7.3) lo que 
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dificultó su purificación, por lo tanto decidimos utilizar a la proteína completa para 

continuar con los experimentos de señalización. 

Pet activa a IKKβ y MAPK p38 

Una vez que se identificó la transcripción de las citocinas IL1, TNFα, MIF e IL1Ra como 

respuesta a Pet, el siguiente paso consistió en conocer  las posibles vías de señalización 

involucradas en dichos eventos. Se analizaron la vía de MAPK p38 y la del NFB. En el 

caso de la MAPK p38 se realizó una cinética temporal con macrófagos estimulados con 

Pet, los tiempos evaluados fueron de: 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 horas. El resultado mostró la 

activación de MAPK p38, esta inicia a los 30 minutos post-inoculación, hasta alcanzar el 

máximo nivel de fosforilación a las 12 horas con una disminución a las 24 y 48 h (Figura 

8A y 8B).

 

 
Figura 8. Activación de la MAPK p38 en macrófagos J774. 
(A) Macrófagos J774 se incubaron con 200 ng/ml de Pet o 200 ng/ml de LPS a los 
tiempos señalados, las células fueron lisadas e inmunoprecipitadas con anti-MAPK p38   

para ser posteriormente incubada con ATF y 
32

P-ATP como sustratos. (B ) Los datos 
graficados nos muestra el cociente de la densitometría de la fosforilación del ATF y la 
(C) MAPK p38 total.  
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Pet estimula la activación de IKK/β 

Otra de las vías utilizadas para desencadenar la secreción de citocinas pro-

inflamatorias, es la vía del NFB, cuya vía canónica implica la activación corriente 

arriba de la IKK/β.  

 

 

 

 

 
Figura 9. Pet activa IKKαβ en macrófagos J774. 
Macrófagos J774 se incubaron con 200ng/ml de Pet a los tiempos indicados en RPMI 
sin suero. Las células fueron lisadas y las proteínas totales se resolvieron con SDS-
PAGE y fueron transferidas  a membranas de PVDF. Para el control de carga se utilizó 
a la actina. La gráfica nos muestra el promedio ±DE del cociente de la densitometría 
de pIKKαβ/actina  
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A partir de los 5 minutos se observa la fosforilación de IKK (Figura 9) como respuesta a 

la estimulación por Pet, a los 10 minutos se observa un incremento máximo de casi 3 

veces sobre el basal. La actividad disminuye rápidamente aunque no a niveles basales, 

pues la actividad a 1 hora de estimulación se conserva en  20% sobre el basal. 

Para determinar si estas vías tenían influencia sobre la secreción de citocinas 

estimuladas por Pet, se utilizaron inhibidores específicos para cada una de ellas.  

Efecto de la Inhibición de MAPK p38 sobre MIF, IL1 e IL1Ra 

Para determinar si MAPK p38 está mediando el efecto que Pet tiene sobre la 

producción de las citocinas expresadas se utilizó SB203580, inhibidor específico para 

MAPK p38. Los resultados obtenidos al inhibir MAPK p38 y medir la transcripción de 

algunas citocinas se muestran en la Figura 10. No se observó inhibición en la 

transcripción de MIF o IL1, sin embargo, se incrementó  la transcripción de IL1Ra. Lo 

anterior sugiere que MAPKp38 es una vía que participa cuando las citocinas se están 

transcribiendo, pero esta transcripción no está condicionada por la fosforilación de 

MAPKp38, por lo tanto exploramos si la vía del NFB tenía efecto directo.  
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Figura 10. Efecto de la Inhibición de MAPK p38 sobre MIF, IL1 e IL1Ra. 
Macrófagos J774 se incubaron con el inhibidor SB203580 (20µM) 2 horas antes de ser 
confrontados con 200ng/ml de Pet a los tiempos indicados. En las gráficas se muestra 
la expresión de MIF (A), IL1 (B) e IL1Ra (C) incubados con y sin inhibidor. Los 
resultados son expresados como el cociente de la citocina en estudio y el gen 
constitutivo L32. El resultado representa el promedio ± DE de tres experimentos. 

 

Pet estimula la inducción de citocinas por medio de la vía del NFkB  

Para correlacionar la secreción de citocinas estimulada por Pet y la estimulación que la 

toxina ejerce sobre la vía IKKβ/NFB se utilizó la surfactina, proteína producida por 

Bacillus subtilis (15). Dado que la surfactina inhibe la fosforilación de IKKβ, de existir 

la correlación debe mostrar el mismo efecto inhibitorio en la secreción de citocinas 

estimulada por Pet. La Figura 11A muestra que la pre-incubación de los macrófagos 

con surfactina, inhibe la fosforilación de la IKKαβ estimulada por Pet. De la misma 

forma, la pre-incubación con surfactina disminuye a sus niveles basales la estimulación 

ejercida por Pet sobre: la expresión de MIF (Fig. 11B), TNFα (Fig. 11C), IL1(Fig. 11D). 

Estos datos sugieren que Pet estimula la secreción de citocinas mediante la vía 

IKKαβ/NFB. 
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Figura 11. La surfactina inhibe la activación de IKKαβ y la expresión de  MIF, TNFα, 
IL1 e IL1Ra.  
Macrófagos J774 se pre-incubaron con y sin 10mM de surfactina por 1 hora después se 
desafiaron con 200ng/ml de Pet a los tiempos indicados. Los resultados son 
representativos de 2 o tres experimentos diferentes y se expresaron como el cociente 
pIKKαβ/actina (A) o la expresión de MIF/L32 (B), TNFα/L32 (C), IL1/L32 (D) e IL1Ra/L32 
(E). 

 

La inducción de citocinas pro-inflamatorias no requiere que la proteína esté intacta. 

Una vez fragmentada la proteína, se utilizó el extracto crudo de la autoproteólisis para 

estimular a macrófagos y observar la producción de citocinas pro-inflamatorias. Los 

resultados que se obtuvieron fueron similares a los obtenidos con la proteína 

completa. En la Figura 12 se observa un primer pico de estimulación en la transcripción 

entre los 10 y 30 minutos, excepto para la IL1Ra, en donde el aumento en la 

transcripción se encuentra entre las 1 y 3 horas.  
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Lo anterior nos sugiere que la proteína no necesita estar completa para inducir la 

estimulación de citocinas pro-inflamatorias, por lo tanto se  podría sugerir que 

existe(n) regione(s) que estimulan éste efecto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 12.  Pet estimula la expresión de citocinas pro-inflamatorias en macrófagos 
J774. 
Las células se incubaron en medio RPMI sin suero con 200 ng/ml de Pet a los tiempos 
indicados. La expresión del RNA mensajero se determinó por RPA. Los valores que se 
muestran fueron obtenidos de la densidad de las bandas (MIF, IL1, IL1Ra, IL10 y L32) y 
se expresaron como el cociente de la citocina en estudio y el gen constitutivo L32. El 
resultado representa el promedio ± DE de tres experimentos. 
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Activación de la fagocitosis y destrucción de bacterias inducida por Pet 

Cuando existe la transcripción de citocinas pro-inflamatorias, los macrófagos 

aumentan la producción de reactivos intermediarios de oxígeno, derivado de esto  hay 

una correcta eliminación de antígenos. Para comprobar si Pet estimulaba la mejor 

eliminación de patógenos se evaluó la capacidad de fagocitosis y destrucción de una 

cepa de Salmonella, typhimurium  (cepa Dublin), patógeno intracelular facultativo. Los 

resultados al respecto mostraron un incremento en el número de bacterias fagocitadas 

en los macrófagos estimuladas (5 veces), comparado con lo observado en los testigos 

sin estimular (Figura 13). Con respecto la replicación de las bacterias dentro de los 

macrófagos estimulados, el número de bacterias fue menor (2.5 veces) con respecto a 

lo observado en los testigos no estimulados con Pet.  
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Figura 13. Supervivencia intracelular de Salmonella typhimurium. 
Macrófagos J774 se pre-incubaron con y sin Pet (12 horas) en medio RPMI sin suero 
después se infectaron con S. typhimurium a una concentración de 10:1 a los tiempos 
indicados en la metodología. Las barras en negro representan a las células estimuladas con 
Pet y en blanco a las células sin estimular. 
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DISCUSIÓN 

Pet estimula la secreción de citocinas 

En intestino inoculado con Pet se han observado células que intervienen en la 

inflamación (41), estas células pueden encontrarse allí posiblemente por el efecto 

quimiotáctico que Pet ejerce sobre leucocitos (47). Dentro de los leucocitos, una de las 

células importantes en los procesos inflamatorios es el macrófago, célula encargada de 

orquestar la respuesta inmune del hospedero. En esta tesis damos evidencia de que 

Pet induce la transcripción de las citocinas TNFα, IL1, IL1Ra y MIF que intervienen en  

procesos inflamatorios, lo que nos permite subrayar el papel fundamental de Pet en la 

respuesta inmune del hospedero. 

TNFα es una citocina clave en procesos inflamatorios, tiene diversas actividades 

biológicas, se produce como respuesta al daño en los tejidos y se ha asociado con  

diferentes enfermedades inflamatorias como: el choque séptico, colitis ulcerativa, 

artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, entre otras. (22, 75). En nuestro estudio se 

observó que Pet activa la expresión de TNFα de macrófagos a tiempos cortos, este 

resultado indica la presencia de una respuesta pro-inflamatoria tal y como se ha 

descrito en infecciones por patógenos como por sus toxinas (81). La producción de 

esta citocina se ha relacionado con la activación de factores de transcripción como el 

NFB. En intestino, la expresión del TNFα se ha asociado con padecimientos de tipo 

inflamatorio crónico (CU, CD), que a su vez se han asociado a la progresión del cáncer, 

tanto el TNFα como NFB se consideran nodos centrales en ambos casos (53). Lo 

anterior sugiere que el TNFα secretado como respuesta a Pet, podría desencadenar 

una respuesta más compleja, estimulando a otros tipos celulares exacerbando la 

respuesta inflamatoria. Este fenómeno se ha observado en enfermedades 

inflamatorias crónicas intestinales, en donde la producción de TNFα por macrófagos 

induce la producción de otras citocinas en células del epitelio intestinal u otros tipos 

celulares como: neutrófilos, células T o dendríticas lo que incrementa la respuesta 

inflamatoria (104). La secreción del TNFα se ha asociado a diferentes factores de 

virulencia de E. coli tales como: pili, flagelina y LPS (55, 63).   
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Otra de las citocinas que se expresó en respuesta a Pet fue la IL1, citocina que al igual 

que el TNFα se considera como clásica en procesos inflamatorios. Como mencionamos 

anteriormente la IL1 aumenta de manera gradual, alcanzando un máximo alrededor de 

las 3 horas, mismo que se sostiene hasta las 12h. Resultó interesante observar que la 

IL1Ra citocina antagonista de IL1 comienza a expresarse a las 3 horas y se sostiene 

hasta las 12 horas. La IL1Ra es la única citocina que antagoniza de manera fisiológica 

las acciones de la IL1, ya que se acopla directamente al receptor de ésta manera evita 

que la respuesta de IL1 se exacerbe. Este patrón de secreción se ha encontrado para 

otras toxinas como el LPS (78), en donde la IL1Ra actúa como mecanismo de 

retroalimentación para controlar a la IL1, por lo tanto el fenómeno de regulación que 

ejerce IL1Ra, se considera de importancia para no extender la temporalidad de los 

proceso inflamatorios (4). El balance que existe entre la IL1 y la IL1Ra es importante en 

diversas enfermedades inflamatorias, de manera particular en enfermedades 

intestinales inflamatorias de tipo crónico. La transcripción de IL1, IL1Ra y TNFα nos 

indican que el proceso inflamatorio que Pet es capaz de desencadenar el fenómeno 

inflamatorio de tipo “clásico”(8, 87).   

MIF, fue otra de las citocinas que se identificó como respuesta  a la estimulación de 

macrófagos por Pet. Esta citocina se ha implicado en la progresión del proceso 

inflamatorio en respuesta a bacterias y sus productos como: la exotoxina A de 

Streptococcus (19) y la endotoxina de E. coli (6),  cuya producción se ha asociado al 

desarrollo de la respuesta inflamatoria, regulando a otras citocinas importantes como 

el TNFα (17). Uno de los efectos observados por MIF es el aumento en la vida media 

celular, ya que inhibe el proceso apoptótico, lo que de manera secundaria contribuye a 

que la inflamación se prolongue (77). Debido a lo anterior podríamos sugerir que al 

estimularse la producción de MIF, este inhibiría el proceso apoptótico y de ésta 

manera prolongaría la respuesta de tipo inflamatorio, lo que resultaría en inflamación 

persistente o crónica.  

Los datos obtenidos en los perfiles de transcripción de citocinas de manera general nos 

indican que el macrófago estimulado con Pet, está disparando de inmediato una 

respuesta de tipo inflamatoria en donde las citocinas predominantes son TNFα y MIF. 
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Por otro lado es inexistente la producción de IL10 a tiempos cortos, citocina que se 

considera de tipo anti-inflamatorio, ya que dentro de su perfil de secreción se conoce 

que dispara citocinas que son antagónicas a TNFα y MIF (59, 98). Dentro de  

patogenias como la diarrea del viajero, colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn se ha 

asociado la presencia de SPATEs, Pet pertenece a esta familia y sugerimos que podría 

agudizar el proceso inflamatorio (58, 99), en donde la secreción de interleucinas es 

determinante para el establecimiento de dichos padecimientos. Aunado a esto, se ha 

observado que existe una polarización en la microbiota intestinal (91), en donde 

Escherichia coli juega un papel preponderante. Se ha reportado recientemente la 

evasión de la respuesta inmune por EAEC, se ha propuesto que la evasión de la 

respuesta inmune pudiera estar relacionada con la producción de fibras parecidas a 

cordones (Rops), en los que las bacterias son “envueltas” por lo que no son detectadas 

por los macrófagos (111). Debido a lo anterior en enfermedades inflamatorias agudas y 

crónicas, la bacteria podría excretar a Pet y mantener activo en el intestino el proceso 

inflamatorio, favoreciendo la colonización por coliformes.  

MAPK p38 es activada en respuesta a Pet 

La activación de la MAPK p38 se ha asociado a fenómenos como el estrés por calor, 

choque osmótico, luz UV y citocinas pro-inflamatorias como TNFα e IL1 (113). En el 

presente trabajo se identificó la activación de la MAPK p38 a los 30 minutos, sin 

embargo al emplear el SB203580, inhibidor específico de la MAPK p38, no se observó 

disminución de la transcripción de las citocinas pro-inflamatorias,  por el contrario 

hubo un incremento en algunas de ellas, tal es el caso de la IL1Ra. Lo anterior podría 

ser debido a que no existe un efecto sinérgico entre TNFα y MAPK p38, puesto que se 

ha observado que p38 puede actuar directamente en la vía de secreción del TNFα, 

citocina que activará de manera secuencial a NFB o bien favorece la translocación del 

NFB aumentando la respuesta (95). Para ambos casos no encontramos relación con 

los resultados obtenidos. Por otro lado existen otras vías que como producto final dan 

como resultado la transcripción de citocinas pro-inflamatorias, tal es el caso de la vía 

del NFB, Jack-STAT y JNK (51, 113), por lo tanto la activación de MAPK p38 podría 

deberse al estímulo de la transcripción y producción de citocinas de tipo inflamatorio 
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(21). Para comprobar esta hipótesis es necesario realizar experimentos de inhibición 

selectiva de IKK y/o TNFα observando el comportamiento de MAPK p38 en macrófagos 

estimulados con Pet. 

Un fenómeno interesante fue el aumento de la IL1Ra, lo anterior se ha observado 

como respuesta al inhibidor SB203580 (88), al parecer este evento fue debido a que el 

inhibidor favorece la transcripción de la IL1Ra a nivel del promotor NFB/PU.1. Este 

dato refuerza la propuesta de que existen otras vías en la respuesta a Pet. 

NFB media la secreción de citocinas estimulada por Pet. 

Otra vía que se considera clásica cuando se transcriben citocinas de tipo inflamatorio 

es la vía del NFB, su activación depende de manera ortodoxa de la estimulación de 

IB, debido a la estimulación corriente arriba de IKKαβ (51).  

Se pudo observar que Pet activa la IKKαβ lo cual puede desencadenar las diferentes 

acciones estimuladas por NFB. En este trabajo se identificó como la inhibición de la 

vía NFB por surfactina afecta la secreción de las citocinas. Mediante los datos 

mostrados podemos establecer que la surfactina inhibe tanto la activación de la IKKαβ 

como la transcripción de citocinas, lo que sugiere que la acción de Pet es mediada por 

esta vía. Efectos semejantes de la surfactina en la producción de IL1 inducida por LPS 

se han reportado por Byeon y su grupo (16). Al activarse la cascada de señalización del 

NFB una de las primeras citocinas que se transcribió fue el TNFα, además se observó 

la activación de MAPK p38. Se ha visto que al producirse el TNFα activa a otras 

citocinas sobre todo a la familia de la IL1, cuando esto sucede se pueden activar otras 

cascadas de señalización, tal es el caso de la MAPK p38 (23) debido a la estimulación 

por TNFα. Aunque en el trabajo no exploramos ésta hipótesis, no se puede descartar 

tal posibilidad. Se ha observado cooperación e independencia entre ambas cascadas, 

en el caso particular de Pet se necesitan más experimentos para dilucidar este 

fenómeno (95). 

La acción de Pet sobre la estimulación de TNFα, MIF, IL1/IL1Ra, mediada por NFB 

podría sugerir que Pet participa en procesos de inflamación. Las EAEC se han asociado 

a procesos inflamatorios de tipo crónico como CU y CD, la dupla  TNFα-NFB son 

puntos clave de los nodos activados en diferentes enfermedades inflamatorias 
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crónicas, que además están ligadas al cáncer (45, 62). Dentro de las toxinas EAEC se 

encuentran las SPATEs, estás proteína se han correlacionado con pacientes enfermos 

con Crohn y colitis ulcerativa  (58, 73, 92). En pacientes con inflamación crónica del 

intestino la dinámica poblacional de la biota normal se altera y la homeostasis se 

rompe (38, 99), uno de los géneros que prolifera principalmente es E. coli  (28, 101). Lo 

anterior nos permite especular que Pet podría participar activamente en procesos 

inflamatorios crónicos intestinales, por lo sugerimos para evidenciar dicha hipótesis, el 

realizar experimentos en modelos de inflamación crónica. Por otro lado sería 

interesante evidenciar el mecanismo por el cual está disparando la vía del NFB, ya 

que los mecanismos por el cual se activa la fosforilación del complejo IKKαβ, no están 

bien definidos, aunque se han asociado diferentes estímulos a éste efecto (51). La 

estimulación de IKKαβ, nos indica que la vía del NFB se ha estimulado de manera 

clásica, éste proceso se ha observado en diferentes fenómenos de tipo inflamatorio, 

uno de ellos es el estimulado por receptores tipo Toll (61),  “Scavengers”(43) y 

receptores de interleucinas (33), los eventos anteriores involucran a un receptor 

transduciendo la señal. Pet es una proteína compuesta de 1295 aminoácidos totales 

(26), el dominio pasajero consta de 965 aminoácidos; hasta el momento no ha sido 

cristalizada, por lo que las herramientas bioinformáticas podrían ser de gran utilidad 

en el estudio de otras funciones biológicas de Pet y su familia (64). Se utilizó la base de 

datos del SMART para realizar el análisis de posibles dominios estructurales, que 

estuviesen relacionados con los efectos de Pet sobre los macrófagos, de manera 

interesante en el análisis encontramos dominios que se han asociado a respuestas de 

tipo inflamatorio. Los aminoácidos que conforman éstos dominios, se encuentran 

dentro de los primeros 200 aminoácidos de la región amino terminal del dominio 

pasajero, dentro de este rango al parecer se encuentra el fragmento que podría tener 

un efecto quimiotáctico de macrófagos (aminoácidos 76-82; PGSTH) (47). Con el fin de 

ubicar a los primeros 200 aminoácidos dentro de la arquitectura general del domino 

pasajero de Pet, se elaboró la predicción de la estructura terciaria de la proteína por 

homología, utilizando el programa Swiss model (56). El resultado que se obtiene de la 

predicción se muestra en la Figura 14 A y B, la región amino terminal que comprende 
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los 200 aminoácidos con efecto quimiotáctico se encuentran dentro de la estructura 

globular de la proteína. En los dominios de color rojo se encuentra la región de hélices 

beta de la proteína en donde localizamos dominios involucrados en respuestas 

inflamatorias. Los aminoácidos que están localizados en la región globular tienen un 

porcentaje de identidad igual o mayor al 90% comparados con otras toxinas de la 

familia SPATEs, por lo tanto no se descarta que tengan mecanismos similares (37) y 

dada su homología (112), es posible que existan dentro de Pet dominios estructurales 

que disparen funciones como la expresión de citocinas inflamatorias, por lo tanto es 

interesante comprobar su funcionalidad en las proteínas de toda la familia. 

Los efectos de Pet sobre los macrófagos y las evidencias estructurales de otras toxinas 

reportadas  por Hernández y col (47), nos llevan a sugerir que el efecto observado 

podría ser dependiente de una región específica de la proteína, por lo tanto tratamos 

de obtener fragmentos de Pet por medio de proteólisis, debido a que ésta 

metodología interfiere en menor grado con el plegamiento proteico (50). 

Los fragmentos obtenidos de la proteólisis se trataron de localizar en la estructura 

predicha, in sílico, con el programa “peptide cutter”. En el tubo de ensaye, una vez 

autogenerados se intentaba separarlos utilizando: columnas de exclusión molecular. 

Debido a que los fragmentos que queríamos separar tenían una diferencia de 20 kDa 

entre cada uno, utilizamos diferentes matrices para lograr la separación, pero el 

proceso no fue exitoso. Una de las razones son la altura de la columna y la matriz 

utilizada, debido a la pérdida de la proteína, decidimos no utilizar esta técnica para la 

separación de los fragmentos, por lo que optamos por columnas de intercambio 

aniónico y catiónico. En el caso de las columnas los resultados no fueron favorables, la 

recuperación de la proteína no era la adecuada, además se requería grandes 

cantidades de la proteína fragmentada para que la recuperación en la matriz fuera 

significativa.  
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Figura 14. Predicción de la estructura de Pet por homología con HPB y EspP con el 
programa Swiss Prot. 
Figura A y B posibles dominios estructurales que se encuentran dentro de la secuencia 
de Pet, se observa en escala de grises al dominio pasajero completo y en colores la 
localización espacial de la predicción de dominios con el programa SMART. A) en 
amarillo se observa a la Ser 261 de Pet,  en rosa; el dominio parecido a quimiotripsina, 
en turquesa; el dominio CASH y en verde; el dominio quimiotáctico bacteriano. 
B; en azul se muestra a la Serina 261, en rosa; el dominio ricina, en turquesa; el 
dominio BID 2 y en verde el dominio VWA. 

 

Cuando aumentamos la concentración, la separación no se hizo evidente, lo anterior 

puede ser debido a las características generales de los fragmentos, observamos que 

son muy similares en cuanto a los puntos isoeléctrico, por lo tanto al eluir cambiando 

la fuerza iónica del sistema, no fue suficiente para que los fragmentos se separaran, 

por lo que es necesario determinar de manera exacta el punto isoeléctrico de cada uno 

de los fragmentos para estabilizar la columna Mono S a diferentes pH para cambiar 

gradualmente la elución de los fragmentos de la matriz. Existen diferentes alternativas 

para tratar de separar a los distintos fragmentos, uno de ellos es clonar a cada uno de 

los dominios que necesitamos separar; expresarlos, para después purificar los 

fragmentos, confiando en que el plegamiento es el adecuado. Otra opción es hacer 

péptidos sintéticos de la proteína deseada y probar sus efectos, con la misma 

observación del plegamiento. Dada la inversión de tiempo y recursos que esto 

requeriría sin asegurar el éxito deseado, consideramos de importancia asegurarnos 

que el efecto de Pet en los macrófagos no requiere de la proteína íntegra.  

En los experimentos de proteólisis completa, observamos que Pet, en comparación 

con proteasas de la familia de las quimiotripsinas, no es tan efectiva. El tiempo en el 

que obtuvimos la proteólisis completa de Pet fue de 3 días. Hallazgos semejantes se 

han reportado por diversos autores(82, 108), en donde para observar la actividad 

proteolítica de Pet sobre la fodrina en cultivos celulares, es necesario utilizar hasta 100 

veces más de la concentración de Pet, que la utilizada en éste estudio (108). Habrá que 

hacer una mejor caracterización de actividad enzimática de la proteasa para establecer 

su óptimo desempeño.  
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Una vez que Pet estuvo completamente proteolizada se le utilizó a la misma 

concentración que con la proteína completa (200ng/ml) en los ensayos de activación 

de los macrófagos. Observamos que el efecto de activación en la transcripción, es 

ligeramente menor con la toxina fragmentada que con la toxina completa. Lo anterior 

sugiere que la estimulación es generada por uno o varios fragmentos que 

interaccionan con el macrófago, éste fenómeno se ha observado en infecciones 

inducidas por virus (107). También se conocen algunos dominios que pueden disparar 

respuestas inmunológicas específicas, tal es el caso de las secuencias que reconocen 

los receptores asociados a patrones (12). La hipótesis propuesta es que podría existir 

más de un dominio funcional en Pet, lo anterior es fortalecido por los hallazgos 

encontrados por Hernández-Chiñas (47) en donde con anticuerpos específicos 

comprueba de manera indirecta que existe un fragmento de la proteína dentro de la 

parte globular que se encarga de la quimiotaxis de leucocitos. El que la estimulación en 

la transcripción no requiera de la toxina integra, nos sugiere que podrían existir sitios 

de estimulación específicos dentro de la estructura de la proteína que estimulan la 

transcripción de citocinas pro-inflamatorias, vía NFB. La propuesta anterior se basa 

en evidencias encontradas en receptores como los tipo Toll, en donde se demostró 

que el LPS es su ligando y en cooperación con el CD14 transduce la señal hacia el NFB, 

por otro lado otras toxinas como la del Streptococcus se ha comprobado estimulan a 

receptores Toll del Tipo 2 y transduce de la misma manera la señal para la producción 

de citocinas pro-inflamatorias en el hospedero(12, 15, 69). Estudios posteriores 

podrían dirigirse a la búsqueda de posibles receptores que intervienen en el 

reconocimiento de Pet.  

La activación de la vía del NFB, puede dar como consecuencia un cambio a nivel 

fenotípico,  la producción de TNFα promueve la activación del macrófago (48) y la 

estimulación de otros leucocitos que intervienen en la respuesta inmune celular (39). 

En los macrófagos el evento fenotípico cuando se secretan interleucinas inflamatorias 

como el TNFα se ve reflejado en el incremento en la capacidad fagocítica y microbicida 

vía activación. Dicho fenómeno se ha evidenciado como respuesta a productos 

bacterianos como el LPS (35) y citocinas como el IFNγ (100), el efecto fenotípico final 
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una vez que se desencadena el proceso es el aumento en los reactivos intermediarios 

de oxígeno que actúa a nivel del fagolisosoma y aumento en la capacidad bactericida 

(10). En esta tesis probamos la capacidad bactericida de macrófagos estimulados con 

Pet, los resultados que obtuvimos sugieren un proceso de activación macrofágica 

debido al aumento en la fagocitosis. El fenómeno anterior se ha descrito en la 

activación por parásitos intracelulares facultativos y obligados, en donde se observa un 

aumento en la expresión de receptores (72, 85, 103), inducido por el aumento en la 

expresión de citocinas y secreción de citocinas (74). La activación macrofágica deviene 

en la especialización del macrófago para eliminar a cierto tipo de patógenos, ya sea 

por la vía clásica o la vía alterna (79). Dentro de la vía clásica el mecanismo más 

estudiado de activación macrofágica es el inducido por los linfocitos vía IFNγ (100), 

seguido de la secreción de TNFα (9). Otro tipo de activación que se ha documentado es 

la “alterna”, que de manera antagónica a la clásica, inhibe la capacidad bactericida. 

Ésta se caracteriza por la producción de IL4, que a su vez estimula la producción de 

IL1Ra e IL10, dando como resultado el fenotipo referido (79). Los datos encontrados 

nos sugieren un posible efecto de activación en los macrófagos por la vía clásica, 

debido a que se confrontaron macrófagos con una bacteria intracelular facultativa 

(Salmonella) la cuenta de bacterias disminuyó drásticamente su replicación intracelular 

una vez que las células fueron estimuladas con el LPS. El fenómeno anterior se ha 

observado en Salmonella cuando el macrófago se ha “preactivado” con la presencia de 

INFγ o bien con LPS y recibe un segundo estímulo (68). Estudios posteriores nos darán 

más evidencias para concluir si Pet puede actuar como un activador clásico o bien es 

un “primoactivador” de células del sistema inmune. 

La activación por la vía alterna la descartamos, puesto que si bien, hay producción de 

la IL1Ra, no encontramos la transcripción de la IL10, pieza clave en la respuesta de 

activación, lo anterior podría reforzar la hipótesis de la activación clásica. Otro de los 

experimentos para determinar la vía de activación es la determinación de la expresión 

de receptores de superficie y la inducción de proteínas que participan en el proceso 

como la Sintetasa del Óxido Nítrico, además de rutas que desencadenan la apoptosis  

(81, 85, 104).  
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Tanto la activación macrofágica como la apoptosis, son importantes procesos en 

diversas enfermedades. En el caso de fenómenos inflamatorios, podrían formar parte 

del complejo sistema en donde participa Pet, como parte de la patogenia estimulada 

por EAEC, de manera particular en proceso de inflamación crónica como EC y CU. Este 

trabajo es una contribución al complejo panorama de la interacción hospedero 

parásito en la que participa Pet, que forma parte de la familia SPATEs. Estas toxinas 

han sido relacionadas en enfermedades inflamatorias crónicas y son secretadas en 

todos los grupos filogenéticos de E. coli (saprófitos y patógenos). Comparten altas 

similitudes especialmente en las secuencias dentro del que se presume es el dominio 

globular, por lo tanto no es tan aventurado pensar que eventualmente en puedan 

encontrarse dentro de la familia SPATEs efectos similares. 
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CONCLUSIONES 

En este estudio observamos que Pet puede interactuar con células clave en las 

respuesta inmune, tal es el caso de los macrófagos, células que al ser estimulados con 

la toxina transcriben citocinas que participan en la respuesta inflamatoria, citocinas  

como: IL1, TNFα, MIF e IL1Ra; por lo que sugerimos que Pet podría participar en la 

respuesta inflamatoria desencadenada por EAEC. Además evidenciamos la activación 

de cascadas de señalización que se activan en éste fenómeno, una de ellas es la vía de 

la MAPK p38, esta vía participa en la respuesta, sin embargo no es la que determina la 

transcripción de citocinas, puesto que al inhibirla con SB203580, la transcripción, no 

fue eliminada, caso contrario a la vía del NFB, cascada de señalización que también 

interviene en la respuesta del macrófago. La vía del NFB es la cascada  responsable de 

disparar la transcripción de citocinas como TNFα, MIF e IL1. Al utilizar la Surfactina en 

los macrófagos observamos la inhibición de la transcripción de TNFα, MIF e IL1. 

Estos hallazgos sugieren que Pet podría estimular procesos de tipo inflamatorio en el 

intestino, en éste órgano existe la secreción de diversas proteasas que podrían 

comprometer el estado íntegro de Pet, por lo que también evidenciamos que la 

estimulación de éstas citocinas no depende de la proteína completa para ejercer éste 

efecto. 
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PERSPECTIVAS 

Tanto la activación macrofágica como la apoptosis, son importantes procesos en 

diversas enfermedades. En el caso de fenómenos inflamatorios, podrían formar parte 

del complejo sistema en donde participa Pet. Las SPATEs han sido relacionadas en 

enfermedades inflamatorias crónicas y son secretadas en todos los grupos 

filogenéticos de E. coli (saprófitos y patógenos). Existe homología entre ellas, las 

similitudes dentro del dominio pasajero van desde el 50% hasta el 90%. En la 

actualidad se han cristalizado dos proteínas que pertenecen a las SPATEs (Hbp y EspP), 

la arquitectura que ha mostrado la cristalografía es similar, por lo tanto no es tan 

aventurado pensar que puedan encontrarse dentro de la familia SPATEs efectos 

similares. Para comprobar dichas suposiciones y con los datos que se han obtenido de 

este trabajo, consideramos importante el encontrar ¿qué dispara la cascada de 

señalización del NFB?  Se ha observado que ésta cascada de señalización es activada 

por la estimulación de receptores, por lo tanto es importante saber si existen 

receptores involucrados en el reconocimiento de Pet, el despejar ésta interrogante no 

sólo podría darnos información de una proteína, sino de una familia entera. 

Otro de los puntos importantes es caracterizar la respuesta de Pet a tiempos más 

largos y observar si el evento de activación del macrófago desencadena otros procesos 

relacionados con la respuesta, tal es el caso de la apoptosis.  

El investigar ambas hipótesis nos podrían ayudar a comprender el papel que 

desencadenan las SPATEs en la patogenia de enfermedades inflamatorias crónicas 

como EC y CU. Otra de las ventajas es el poder diseñar fármacos dirigidos a la 

respuesta que provocan ésta toxinas. 

Por otro lado el poder encontrar la posible vía de estimulación del macrófago por Pet, 

nos permitiría el desarrollo de herramientas biotecnológicas, dirigidas a la estimulación 

de respuestas inmune de tipo celular, en enfermedades donde exista ésta deficiencia, 

tal es el caso de la tuberculosis. 
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EFECTOS DE TOXINAS BACTERIANAS EN LA 

SEÑALIZACiÓN DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA: 
MAPK, UBIQUITINACIÓN-DESUBIQUITINACIÓW 

Alcj ,,,,dro Bcn itez-Guzll1 ;'in V N. EtI!,Ienia Tor rc5 -Milrq tlez 

[)<op"t"mffi to "" Ri"'l"ími c~ f~clJlr,rl "" MM , i"", lIN~M_ Amo. Po.,t~ 1 ln-, ~<¡ '1""'-0 01451 fl n F. 
C.",r~o r : ",..,t0rr~<:¡¡: .... " ... i;lor_."",m. "" 

RESUIUN 
la reSpuHta inF am~toria irq ,l ic. la g eI\H~(ion de cit-: c na. ero la que pat1i<ipa e l 
fMtor Ge t ran<cripción NFtB, é.te puedE se r octi'/ado por la vía de N "-'K J otr •• via~ 
que eetimulan a la c, n~~a ¡ I<.K ~; la e na,;,a :ambién "" '"" Jlada por ub iqu~inaci<iri 

dC5Ub,qu tm.:>e.en" W5 b.:>ctcm," ¡><Ira cstcblccc r 1" , nlecc lón h.:> n deoarrollodo 
mec. n .. mos do: I nterf~re n c, " con 11mb,," '"'"', con 111 ub,qumn. Clón 111 ""m.t,," r I~, 
r~fte<ion~. de 1ft. E3 l ia "M~ y 111. d .. ubiqu iti MS"S d~1 hO'p"do:m, do: mllnerll cue 
.. \'...-l~ ~""¡~c t y" m,,-Jt .. 1 .. ~ "or...-l,c i oo ,-¡,.. wot, in~ , 1 ~~ mxir, .. " h".- t...-¡""", t~mh ion 
;"le ,r." , ~" U" Id .,id <.l e I~~ ~lA~K \'d ~,,~ 1'01 Je"¡u~fu,il "<ló" U '''00 f"-dL;Ó" J ~ ~ll"> 
LO",~u"e"le~ 1"" " "'J;t", ~u " '_ti "de;,,,, _ E" ~ ~ _¿ ,e"r.;." , "u~ dlou~d",n '" l." lo . i"d~ 
bacteriana> con ae<ión sobre la ubiqu iti nac ión/desub qu itinac ión "{ la in ~ uHlCia e ue 
t ienen en la ",-,preción de la inflamación porla interfHeod a con la ca~caca de 1' 0 MM'K, 

A~!> Ilt A l 1 
Th. inflllmm. tO/)" r~spo,", in'lO lv.s ",,"tok 'l\e' gefl~r~tio", In which NF-B trllnsuip 
t ion tllctor is II(ti"IIt~d b-" e it~r 1I Af'K or IKKp kin~se pllthwoy, ; those p"t hwII-"s ftre 
~I.., u"d.,..- th~ resul~t;ol1 o' ub :qu ¡¡" ot io nideubiqu;t "' ''tlOfl p.-ocess_ ~o e.tobli.h "n 
;"f "<:ti"" , b~cle ' i" io"o" Je ""''-'1-',,<.1 i",-,=, r e,,, ,, c~ ,,,"'- lo .. " ;..",, lo Ioo~l . ~ ulJi'1ui _ '''' 1 "" 
""J !,IAPK I"' .I ''' ''\' ~_ ULKjuili ""tiu" i ~ "l", r" , .,.) " I,e" L~ü" , idl lID. i ,,~ ", ",;e "ill"" 
ho~t E3 1 Qaoo~ or d . ubiqu itinllion reaction~ n oroor:o ,eI~ct iv~ l ... a,'oi~ protei n dE 
qrad at ion" ~acterial toxins al,o I nterf~re with r~ i\P< pat h"a.,' by' dEphGsohroryldt,nQ 
or modi¡'~inQ itfi componEntE to a 'ooi d the ir activat ion" In thio re', IE IO , we locu, on 
b.'Ict.. riftl toxin~ lO ,th ubiq Jiti nftti on/d.ub qu it;n,c ion IIction II"d it:5 int ue n<~ on the 
;ntlll"'''''' : 'OII r~spor""" 

PALABRAS 
CLA VE : 
To,inas 
bacterian,,,,. 
MAI'K, 
ub,qu'ti nll, ion, 
r~spu~5tft 

; n fl ~ ""'t",-¡" 

Kt: Y \\'ü lltJ!j : 
tloctcn.ll 
toxi ns, 
NAPk , 
ubiqu;ti l1"tio". 
;" fld" """,ti", '-

INTRODUCCIÓN 

En El medio a", t: ie nte ex ister. olgunos ""icra 
o rQani, mQo (',iruE, t: acteria<. nonooo) que ;e 
conc,d"r~n pillO!,l CnOS pora m~m,lcr05, la su 
pcr'JI"cnc,~ de d lceoo m,croo"J~nI"mo~ en un 
proceso ml~cc,o"O de:;en~e de 111 re.pu~" :~ de 
el .. f .. n,~ '1"" el~~ .. r· c ~ ~"'" .. 1 h"'r"el~m 1 ~~ 
m" ," ni~mo' ~ .. <i "f .. n~~ ~on c~fi"r·,~el~~ "" 
O ' !!d";""' '-'~ ,,,ul '_ "" luid, e ~ y ~e I ,,~ < ~ "ue" <u,"'" 
inmunidao inna:a, üta ES conside rad a la p" " 
mera lirea <i e defen.a en e l reconocimiento· de 

~ !J .. nt~ ~ ntr .. i'io~ y '''~ rrooi , cto~_ I ~ 1"f .. n ~ " 
.e ba~a e n la identificaci5n de secuencias e. 
pe<i fi c ~s rono(id~s corro potrone~ rroleculares 
óoociado" a patóQeros (P" ~1P). Los P,',M ' -;n n 
re:oncc,:Jo~ por recep t ores c ~t rccc l ul;)rco e 
IIl t racclu .lrco (omo bs '1 011 I,kc" y .lctl"/.ln d, 'e 
rente, cIIsCI'Idft' d. "en. hzllc lón (",g , 1) como l. 
ri .. c;" ,. ~ " ~ M·i"J~rl", [Xl '- m;t ol,] .. "", ( MAP K) '1'" 
~~tim"l~n I~ tr~,,~~rir~; ~" el, {l,n .. ~, .. ~tc~ .. l l o~ 

~ I fdelO' "U<I"d' ~ "" "o" ", ,, ld Id "d""'u ,l-'-iU, J e 
la (adena lig e ra <appa de las célo las B act ''Jadas 
(flhB) V la pro teina act'JaGora- l (¡'P- l ). QOE 

':¡¡:;~ , ¡¡¡<lO !l oe leli .. ,o ;:¡¡; 2(llo A"'íJldilu : (j Jo J~'''o de 2GlO 
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Fig ur. 1 . "~""i'7M.iti ~ ap 
"' 'P,,.::p<f~ i'lfl"L;"¡_~ r.nr 
"" ctP,,~~_ 

~'~ ~'~> "'JI ~ de .... :" .. "',,, 
JJJC'y ~,'JJJp.' , ,'it'~d~ .'~ 

> ~"~.''''"'tlÓ" <k .., 
"-" P,¡~"t~ in.1uci(J'~ p o. - ,]S 
"'cr~ ,~'~o cO.oo:I""_'nl,,, ~ .., 
¡/c'ncr~ ó¿;n d~ c.'tGci,o~, 10 

d.~mN:iN: M p,' nr";,,..,11 

ThT~ _ fActM n 'p n .....-"" i< 
' ,i""" A' A'fA. 
" - 1-'1 ",~.: • .'~ fo ,rvri.k'", 

om _ Un",,,,',,,,,, . 
TI ~ _ r PN'ptnrp< ·To" ','~p ', 

JJJC'i~t1J.'~ '6 .. "x,i~"'u> ,¡ 
.... úc·,,:v>, 
"P: ;>outdn~ ~cr;"~ ,"'r~ 
1. iKE .nh'.~ • .1o.' del .~'n.B. 
K/l PK ón~""o .... -th~o'~o 

l'i na lmente dese ncade nan la producción de ci 
to o; n ~s p ro - i nnam~:c rias. Ademas de I ~s MAPK , 
exl;:en ot rJ~ I'la; de ;el'i allzJc lOn c ue mc Cu lan 
la acri vidad Ce NF~B , e stas "ías actúan ~ tr~ ~';. 
de I ~ ci n as~ " i n h i bidor~ de I~. proteínas que 
une n al NF~B IIK&. ). I ~ cual tJmb:~n e; regulada 
per proceso, de u biqu i:inac ión . 

A cont inuac ión de.cri bi re mos b revemente 
la VI J de re~ u l HIOn de NF~B Icomo pu te d ~ la 
re'pu e,t ~ i n"am~to r i a ) por ub i quit i n ~c ión ~ la 
via ~'~ PK , pa r~ entender e l pro~e.o de ~"u l e n 
cl ~ de l qu e ~e ~;t3n va li endo IJ~ bacr~r1a~ para 
evad ir I~ re5p ue sta inmu ne. 

LA UBIQUITINACIÓN y LA DESUBIQUITINA
CIÓN COMO PROCESOS REGULADORES DE 
LA RESPUESTA INMUNE 

La ub lq u lt lnac lOn e~ la ~d l c l 6 n cov ~ le nt~ d ~ 

monóm~rcs <1 p<l li m~ros de ubiquitma ( Ub ) a 
res du o, de li son ~ de I ~ , prote inas b l~ n co , en
tr~ ot ra; funcio ne ; , p~ra ;~r d~~radada~ en el 
prcteo""ma ( F i ~ . 2) , E5te proc~.o s~ rea liza a 
tr~vé. de la part ic ipac ión de I~ . enz imas Ub - ~c 

tl\! J dora I E 1 1, Ub -co nJu~ ~ dora (E2 i ~ Ub -1 1 ~J;a 

Citocin~s Pro-mfl~m~to r i a, 

( ¡ l! , 8, 12. m Fo) 

(E3) . El proce"" que lIe.'a a cabo no rm almen te la 
c' l u l~ consis te en la acti vació n de I ~ u bi qu itin ~ 

~n la r~~ lón C-t~rml na l med l J nt~ I~ Jcclo n d ~ 
El. L~ ubiqu it ina a cti~~ d ~ s~ tra n .fi~re a una 
c i .te i n~ que .e en c!J ent r~ en e l .it io act ivo de 
IJ ~ n z l ma Jc~rr~ J d ora de ubl~ u lt l nJ " E2, FI
nalm~nt~ , I ~ p rot~ina l i gas~ Ce I ~ ub iquit ina o 
El c~taliz a la unión de I ~ r e~ i ó n e -te rminal de 
I ~ u blqult lna ~ I gr u ~ o ~-~mlno de un r~; l d u" K 
de la prote ina q u ~ ser~ deQrada d~. El d~st ino 
de ~ rctein~s u bi o u i t i n ~das depe nde de I ~ com
blnac l6 n e Int eracclOn d ~ IJ ; ~n z lma; E2, E3, 
~dem,;s d~ la Icn" itud y e nlaces de I ~s cadenas 
de Ub . C ~denas de 4 o m~s mo leo ula . de Ub 
(ooll -ublqu lt lnacIC n ) I I ~JCJ~ a K-4S. m~rc~r~n J 
I~ prot e in ~ para qu~ ~ ~ d~Qr~d : oor e l o rot ~ O'

SGma . Cuand O' la mc no -ub iqui tinac ión ~st,; ~ n 

I ~ K-63 re gula va rios eventos ce lulM€S y PM
t lclpa en I ~ ~ e l'ialluclOn de man erJ ;~m~jant~ 
~ la fos fo rilac ión . El recono"imi~nto de I~s El, 
E2 Y E3. no neces ~ ri~ mente se han vi s lum bra 
do a trJ v~ ; d~ ~u acrlvldJc , ~I n o q u ~ a l~ u n a~ 

de ~lIa, s~ han id ~nti fi c ~do po r 5U estruct u ra 
pri m~r i ~ o secuenc ia n udeot id i c~. Dent ro de 
IJ; carJcte rl ~t l cJ; de ~;tru cturJ prlmJr1J d~ l a~ 
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F ill"r~ 2. Lo. 
i.o!ecf~c~ncid "'" 1. 0 
'oxin~. b~ct"ri~IJ~' 
~.' I~ ub.iqui'inM";';n y 
C~~Nq~il:in.c¡ón . 
L~, t<>xi."~' biJctor¡~"u 
aled.1n ~I proc,",o 
de "biq"it:nlK;,;n r 
dH~b¡qv it¡nMc¡ón . Poc 
un '~do, m,metiz~ndo 
~nzim •• El qu~ 
t~Mrin proteín~< 
bi. nco d¡r", ,,,n"-5 ~I 
ho.~d~ro (lpdH9 .S) 
co n .,' ~n d. condv, iriu 
~ . u d..gc .. di>ción. Por 
otro '~do, produ('I!)n 
prctein •• qLJ~ .iimin . " 
1 .. ubiq"itin~ción 
(DUB) d~ Id< pmt~io~< 
m"C{'.d~, por ~I 
ho<~d~ro (YopJ) p~" 
~v¡t~, su ~r"d=ión. 
Eitos nwc.ni,mo. 
~¡,mi."uy~n i~ 
"'Sp"05t~ in.'»""o 0'01 
ho.~d~ro '" indm~n 
I~ b~i. ,"u.n f.~or 
d~ l. $o¡'roviv~nci. 
blIct~rl~na. 

Ubiqu itinación 

e, -í\ 
." -

Ubiquiti na 

• 
p rote ina s E2 V p r i n~ ip a l mente E3, s e han hecho 
di.tinc ionu qu. hon unt~do 1 .. b ~.u pBr a I~ 

s u b - d~ siftc~ción en f~m il i~ s . L~ ub iquiti n ~ c i ón 
d . una pcot . ina •• un pco cu o r .v.,.ibl., I~ 
s~p a ra c j 6 n d ~ ID LI b . ~s catD li zada po r l • • ~nzi

mas d e desubiq uiti nación (DUB). estas prote í nos 
func ionan ed ita ndo a las prot eínas conjuoadas 
con Llb y r.mo, i.ndo la Ll b d. oi.tB' (F ig 2) . Aú n 
se (o noce poco sobre I~ fu nc ión de I~s enzim .. 
part i ( ipant"5 en 18 DLlB, per o s e sabe que están 
p rM~n!M ~n todD S la< c'; lula< ~uC3ricta< . 

l a. DUB in cl uy.n m. t aloprol.B.ao (lAMM( 
MPN + ) Y c ist eína prot e",~s, que se seereton 
como e nz i m~s a ct iv ~ s, pero requier.", de I ~ 
p r~ ,~nc i a d .. Ub pDra torm~ r la t riadD CM~lítica 
~ cti v~ (1 ) 

MECANISMOS BACTERIANOS QUE INTEII:
VIENEN EN LA UBIQUlTINACIÓN-OESUBI
QUlTINACIÓN 

E. t udio. d~ la int~ r~cdón "n tr~ la b ~ ct~ ri~ y I~ 
(';'Iu la b l~ nco, h~n revelado en I~ últ ima d';'cad~ 

Ben ítez - Guzm~n A, Torre5- Húquez HE 

F.ctore, de 
Ir~n ",ripción 

Toxí~uq"" 
~ublqultln~n 

-_O. 
"" Toxinuque 

Ubiquit inan 

una en orm e d iv ersidad de proc"so s c"lu lares que 
oon m odul ado. po r p at ó~.no o Gram -po. ili vo. y 
Gr" m - neoa t ivos . En el casa de I ~s b ~ ete r i ", 
Gra m n.~at i v a • .xiot .n cin co ' dif.r.nl u ti po o 
d~ s ~cr~ei "n (TSS ), divididos ~n do . g ru po", ~ I 
dependiente de trans l oc~ci ó n/con t acto, en el 
cua l el pa tógeno libera la tox ina d ir ectamente al 
c ito.ol d. lB coi lul a blanc o T553 V TS54 y . 1 d. 
secr ec ión al " mbiente extr~ce lu l ~r TSS 1. TS S2, 
TSS5 (2 ) . Se ha o bse rv~ d o que las prote í n~s 
~ f~cto r as tr~ n<p ort ad as oor 10< TSS3(4, tD I~" 

como Sop B, SopD 1. SopE1 Y Av r A, t i.n.n . imi· 
li tud cen p rcte íMs euc " ri otas. SopB(Sop D, son 
fosf~ t"SdS de fosf"t i ld il inos ito I se m"jantes 3 I ~s 
P!4 tü<fMasa, d~ ~uc a r i O! .. ~, SopEl ~ ~ un ~fi 

ci,mt~ i n l ~ rc~mbi ~dor d ~ n u cl ~6ti d o . d ~ g ua n i n ~ 
(GEF) pDra ID ~ R ~c y Cdc42 d~ ~ucDri ot~< y ID 
AvrA •• uno pro t . ín o con .. m.j an ,a .. t ru ct ura l 
y func iona l ~ las desubiqu itin ~s~ . de eucuiates . 
L. i mpa rt8n ci~ de estas proteínas es t rib. en qu" 

'Du,.nle l . ed ic i6n d • • " . trabo¡o .e reoonocieron 
olroo dos t lpOO de TSS, por lo qu. ahora ,on ,i.t. 
y no cmco. 
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participan .. n proe ... o. como: la modulao ión d .. 1 
citoesQu e leto , donde interfieren con microtú 
bu loo d ~ .eti n. y fi l am~nto. i nt~ rm~d i oo (Rae y 
Cdc42); ta mbi"n . Iter.n etapa, e.pecíficas de 
In v ías .ndocíticn (f ooh t n n d .. PI 4P) Y v ín 
de seña lizaci ón en donde el proce.o de ubiqui ti· 
naciim (A"A) ju.g . un pop.1 important. 

s~ n~ ,,"contrado qu~ 1", to x ina, b act~ riana, 
inte rfie r en con la respuesta in fl ~m~ t or ia , mo 
du londo lo ub iqu itinacion a trov~ < d" ~ ~ n"ro r 

señ~les d istinta s ~ las del hospedPro (po r sus 
prote ín as semejantes a E3) o elim inar la ub i
qu iti noción re~u l o da por e l ho,pedero (con su, 
prote ín as semejantes a DUB). Las to)( in as con 
~et i v id .d ~s :¡ ~m~jan t ~ :¡ a E3 o DUB.~ ~n li . tan 

e n la Tabl& 1 y las mas estud iada5 se dpsc r iben 
~ coo ntinuadon, 

EFECTORES BACTERIANOS CON ACTIVIDAD 
DE E3-LIGASA 

Sop A . Es secreta da mediante el TSS3 po r Sal
monell. ~nt"r i e. :¡ ~ ro -v.ri .. dad Typh im¡¡r!¡¡m , 
patóO e na int race lu la r f a cu l tat iva que co lon iza el 
intu.tinoo d~ I ~.doo y .obr~v i v~ al ataqu .. d~ , •• 
c"lulas fa <;jocíti cas dentro d el fago50ma. SopA 
t i . n. un pap. 1 importont •• n ,,, in ducc i6n d. lo 
respues ta inflamator ia al promover lo m ioración 
I r ans- .pi tooliol d .. I . ucocito~ polimarfanucl.o r .. 
(PMN), Rec ientempnte (3 ) se ha encontr. do que 
SopA e, un. E3 de la fam ili " HECT (fiC. 2), que 
ti ~ n~ cemo ~ nzim~~ cenj ug"nt", (U ) in vitl"a ~ 

los UbcHS" , UbcH5c y UbcH7, m isma, que PM
t i c i ~ a n en e l proceso inf1amatario , l a activi dad 
de lioaso es importante p. r" la m i<;jraeión tr . ns 
ep ite li a l, pero los su~t ratas a se r u b iq ui t in ados 
por u:¡t~ ~n zim. ~ún no.~ conoc .. n. 

IpaH 9.8 . Es ot ro efHt a r secretado po , 
Sh¡IP:II~ d~ nt roo d~ lao e" lul •• blan co , do nd .. 
esta se ttansl oca a l núcleo . Recien temente se 
d.moot r6 q u. IpaH9 .8 .0 una l igos" E3Ub ( Fi9 _ 
2) . Su CMacter ización b ioqu ímica lue Ile vad~ a 
cab o usando e l modelo de Sa cc/,"romyccs como 
álula o~opt i v" ( 4) En ~st~ ~i 't"m", l paH9 .8 
mo.tro interf eren cia con lo resp uesta e n la r uta 
d~ ~"i'ia lizac i ón d~ ' "romoM. pu~~ " ' ubiqui tiMr 
" lo M .... PZK Ste7, in terrumpe 1" ,"se.do h~c i o 
MilP K, Ipa H9 ,S une a U2AF", pro tein a que par 
t icipa en la síntesis de i nterleucin ~s ( I L) inflama 
torias , y 5e ha propuest o que l paH9.8 participa 
.. n l. ub i quitin~dón d i r i o i ~ndo a UZAF" h.c i ~ 
su d eo radación pMa disminu ir la inn omac ión . 
Otra. pro t ~ín • • baet ~ ri . n~o como la S.pHl d .. 
S~lman ~ lla co n homo lo gia en e l domi nio de 
l i9 a .. E3 int . r accian an con la prot.in. conOO" 
Nl (PKN 1) d~ 'u ~ h"<p"o~ ro ~ ( 5) 

EFECTORES BACTERIANOS CON ACCiÓN DE 
DESU8IQUITINACIÓN 

YopJ ! P . Son tox in"s secretad~ s por el T5S3 dp 
Y~ rsini .. ps ~ ¡¡dotl.Jb ~ rculosis y y , cnt~rocolitica 
r" <p"ctivom~nt~, i nhi b~n lo conjugoc ión d . 
SUMO-¡ (p rot~ín ~ parec id,, " la ubiquitino) con 
5US proteínas blan co en el haspedero. Particu lar
mente puede n desub iquit in " r ~ , .. proot e ína que 
en laza a la cin asa inh ib id ora de NF>:B (I KB,,) y 
~v itar can ~sto.u d~Q r~ d ae i ón por ~I pro t ~o:¡o 

ma , ve r f ig. 2 (f» , 
S~,,1. E. un .. tox in a du SiJ}monell. e~pa z d~ 

en lazar Ub, in vi tra m uest r .. act iv idad de DU6 
(Fic¡ . 2) Y ou .ruto 0 1 inf.ct" r coílulo s .. pi t .. lia 
Ips o m.cr ól"oos con un. mutonte i n o ct iv ~ es 
. 1 d. aum.nlar pr ot. inu ubiquil ino dao, lo qu .. 
<ug ,. r" qu" t~mbi~n in vivo p art icipa con .u 
"tiv id" d DU B ( 7). El ef ect o de Ssel no es sob rp 
la IKBo, pero s i sobre bla ncos que est imulan los 
elHtos ci totó"icos de la b ~ cter i a en el est" do 
ta r dio de la inlecc ión y dado q ue su. bla ncas 
d ~ pr~l~ r .. n c ia .oon .qu .. llo. ubiquit inadoo .. n I ~ 
K63, es pas ib le que inter~",a con pr ace50S de 
t ran.ducción. 

Chla-Dubl y Chla-Oub2, La ac ti vi dad dp 
oí otu t ox ina o .. d .. l.rm inó g roo i,, ~ a lo .xio
t"n ci ~ de com pue5t05 en lazados a ubiqu it ina , 
. 1 utiliz" r l isadoo d .. coílu lu H. La inf . cto dao 
can Chlamydi" trM h omatis. l. in m un opr eci 
pi tnción de I~. p rot ~í""s con la Ub reve lo dos 
p ra t~inos q u~ < ~ CM"c t ~riu ron por ~<p~ct ro

lo tomet rí~ d e masas y .e determ inMOn como 
per t enecie nte5 a las DUB (8). Su act ividad 
de d esub i q uiti n~ci on (f iO. 2) y de.nedilneión 
(N ED D es ot ro h amó logo de la ubiqu itina) fue 
coomprobad. ir> vitro p~ro .u. blanco. c~ l ular~ . 
au n no se estab lecen , 

05pG . No ~o prudo~munt", un~ DU B, p .. r o o~ 
a gru p ~ con é st ~s pues inh ibe la ub iqu itinoc ión 
.n loo .v.ntoo qu. o. don . " Ir. la acc ión d .. U 
Y E3 , Esta to)(i na de ShjfJ .. lI~ puede in hib ir la 
d e g r"d~cio n de 1 KB" inducida por TN f, t iene ac
t iv idad d~ cinosa ~ i flt~rHtúa con I~ E2 UbcH5b _ 
Lo o ct i ~ i d ad de eiM sa no t iene n in<;j ún efecto 
<ob r~ la act iv id"d cn nj ug~do ra d" ubiquit iM d . 
I ~ E2, no obst"n te se piensa que interfie re en 
el proceso de ubiquit inación de la fosfo - I K B~, 

pos iblemen t e Iooslorilando ~ I g ú n component~ 
del complej a SCF'·" (9) , 

Ot r~ t ox in a no i d~n ti ~ e.da d .. S"lmonell. 
no p~tó~ena in terfip re con 1& ub iqu iti nación dp 
I KBv_, . in i nt~rf~rir con la l o:¡ l o ri l.ción, lo qu~ 
inhibe su degr~dac i ón . l a inhib ición de I ~ ubi
qui t in" ción.s .op.cifi c. p. ra loo ouotrat oolKB" 
y ,, -cat~ n iM d~ 1 comp l~j o E3-SCW"-' ( 10) 
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TABLA 2 

TOX INAS QUE MODIFICAN LA. ACTI VACIÓN DE MA PK EN LA. ACTIVACIÓN DE NFK6 

Tox;na 88d" ,';a qu" 
I~ ~~crda 

Pmt,,;,,~ blanco 
d ~ll>oo l"'d~ro 

M"can;smo d~ ~cdón 
d~1 eI~clo< 

Pap~1 "n la v;rul~nda 
b~ct~riafla 

YoO l r , rs;n{. MEK6, MEK2 A~il""ión y ¡>r~, .nción d . 
l. Joo; oriloci<Ín 

Di, m<nuve I~ "" pu e" . 
Inm u n ~ 

Yo pl Y.n;in{~ I ~~ " Y ~ 
A CQt¡l~c¡ón y ¡>r~,~n<¡6n d~ 
l. Joo;oril. <i<Ín 

!n h¡ b~ I~ . inw. ¡. d ~ t ootorQ. 
ant i'p"prot icoo 

Ip. H9 .S S¡'¡!i~I!~ MEK (S te 7 ) Ubiquiti nac,6n de U2AF35 Di>minudoo de I~ in H~m~c ión 

SptP S",'m(")n, ,' i~ Ral -l inhibe I~ ~ ctiv. ci"n "" MAPK 
U / 44 v 'a Ra f 

S~p H 
S~,lmonQ,rl~ 
t'-pnymurium ~"' U b iqu¡ti n~ción d . P~N l 

!nt~rvi~n~ ~n l •• ~ n .I ' .. ción 
d. Nf>..B 

Loo pcocu oo d . r.'1ul~o ión d. loo .Hntos d. 
UB-DU6 e n los qu .. part ic ipan la. toxina . bMte 
ri ~ n"" i nte r ~ ienen en I~ respuesta i n fi ~ mato ri a 
ten iendo com o conseCllenc ia la inh ib ic ió n de 
NFd l. Otm de las ,,~ sc ~d~ s i n v o l ucmd~s en la 
re ~u l ac i ón de é~te faa o r de t r anscr ipción son 
I ~~ MAPK Y ~ con! ;nu. d ó n o~ ~n~liz~ lo q u ~ .~ 
ha estud iado de estas mec~n i .mos hasta ahar a y 
~n I~ T~b l ~ 2 o ~ ~n li o t"n I ~~ !o"in~o qu~ ~f~ct~n 
a e<ta via . 

LA FAMILIA DE LAS MAPK CINASAS 

De m "ner~ breve se puede dec ir q ue u n~ vez 
qu~ los r .c. ptor n a los PAMP s. activan , • • 
d,"s .. nc~d,"na I ~ losl'ori l ~ci on <~ c u ~ nc i ~ 1 qu," lI .. v~ 
~ I ~ a cti~a ci "n d e 1 .. MAPK p3B . 

L~ c~<~~d~ d ~ MAPK, ," st~ int .. ~r~d" por] 
ca mponentes secu e n c i ~ l ps que .e Ht i v ~ n por 
f osfor i lac ión : las p rate inas llam a das pra t eina5 
cinas~ s de 1" , (in~s~ , de MAPK (MAP) -K ), que 
aaivan a las MAP 2 - cinasas ( MAP2 K), que a 
~u v~z "c t ivan ~ I~" MAPK. Tad ~ o t i~ n ~n oomo 
caro ct er isti ca oen er. 1 un m ot iva de TXY, difie
r~n ~ nt r~ ~ 1I~o por ~ I ~m in o6dda i nt~rm~d i o . 
La f o.f or il" ción de I ~ T Y la Y dentro del ~ .a d .. 
~ ctivación u n. c~.~ri a por a q u .... ncu.nt r @n 
en su for m o a(t i ~~ . Las MAPK se di~ i d en en 
t r e. fam ilias p rin, i p~ le s : ~ ) 1 .. o ri g i n~lm e nte 

d~ nom i n ~ d"s c i n ~ ~ ~~ r~~ u l ~d~s por ~~ ~~ I .. < 
extr~ ce l u l ",es ( ERK !/2 o p42! 44) , cu yo do minio 
d ~ modul~c i ón ,"s TEY, ~st~ gran I~m ili~ <~ di
vide en 2 o r upo >: ERK l y ERK2 , Y el ot ro gru po 
co nfo rma do por: ERK3, ERK 5, ERK7 Y ERK8, 
est ~s ú l t ;m ~ . (o ns i dera d~s com o las cina sas de 
\lran tama~a p ues su s pesos rad ica n entre 60 
y 100kD, b) I ~ . dn • • o~ p38 ( i ndu y~n ~ la ~ , ~, 
"( y 5) co n un d o minio de ~cti~ac i ón TGY, e) la ~ 

cin au. d.1 am ina tu m inal d. C-lU fl ( JNK) q u ~ 
(Qnt ie n .. n I ~ secuen c i~ TPY c omo do m inio de 
" , ti vac ió n y .e div iden en lNKI, JN K2 Y JNKJ . 

l a resp uesta" la activación de los recepto 
res" PAMP in i"i ~ con e l pncen dido de I~ s dos 
MAP3 K: las <in asas- ! act ivadas por el facto r 
d .. c r .. cim i ~nto t r~no forman t ~ ~ (TAK1) Y I~ " 
cin as"s de l l in aje m ix to ( MLK), las qu e ~ o n 
r~du to d ~. po r ~ I f~ ctor - 6 aooc i. do ~ I rao~p to r 

de TNF (TRAF6) pa r" su act iv. ción. El s i ~ u ien t e 

~ . I obón ~n I~ c~ .c~ d" corr .. ~ ~ond~ ~ I~ ~ ~1A P2K 
3 /6, q ue fosforil an a la MAPK p 36 , 

INHIBICIÓ N DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN 
DE MAPK 

DspF, Es u n~ tox i n ~ produc ida por Sh i¡; e lla 
f/exl1ui, u n ~ b~ct~ r i ~ i n tr~c . l u IM f~cu l t~ t i v ~ 

que afecta al humano ca u s~ ndole d i " rrp~ se 
vera ; la tox ina e s inyectada a la «, lu la bla nco 
por medio d .. 1 TSS3 o invectosoma , Esta to x ina 
entre sus d iferentes acciones ti ene act iv ida d de 
fo~fotr~on i n o l ia." ~ n I ~ ca"o oda d~ I~ . MAPK, 
lo que imp li ca q ue h idro li , ,, a l fo ~fah i d rox il o del 
r~s iduo d~ fo.fot r .. o n ; n~ d~ 1 oitia a ct ivo d~ I ~ 

"nasa . E ~t ~ acc ión no solo prev iene la acti va
ci ó n d. la MAPK, sino qu. ~d.m lÍ~ . v it a qu ••• ta 
5e r ealice poster io rm ente, pues dejo al re~ i duo 
de t re on ina s in el hidroxilo f0 5for il~ b le y por lo 
tan to, m i ~nt r~. I ~ p rot~ iM no se r~c~mbi~ no 
5e r,; sensib le a la act iv.c ió n. E 5 t~ acc ión di fie r p 
~~ I ~s vi~. conv~n~iOM I ~ . d . r~gul.c ió n d ~ I~ < 

MAPK, Il evad~" cabo p or I ~s fo. f~ t~."" p ues en 
es te caso la fosfor il ac ión resultante depende r " 
de la velo ci da d dp rMcoi ó n h acia un lado u ot ro 
de la v ia , m ie ntras que la acc ió n de la liasa es 
i rr~v~r>ib l~, OopF t i ~n~ oomo blanco ~ p4214 4 
Y p36 d t iem po. (o rt o ~ (JO m in ) , m ient r as qu e 
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JNK pu.d. s"' iMCli vM~ p"o " li.mpo< m~s 

I~ rgo . (3 h), ~n ~I . i .t~ma .u.tituto d~ I ~v,, 

du ras puede tener como b la n(o ~ I eQu iv" lente 
d. p42/4 4 (K5S1 y FU5J) o a", p38 (HOG I) y a 
5 LT2 qu .. p .. rt icip" ~ n 1 .. form " oión d~ la p"r~d 
celular, 5in eq uiv" l .. nte "parente e n ce lul .. s .. n i
m ales ( 11) . Otra toxina con pas ib le acti v idad 
de Ii .. sa es I ~ SpvC de S~lmon~II,. . 

INTERFERENCIA CON REACCIONES CASCA
DA ARRIBA OE MAPK 

L .. tO <i M Yop 1, ou pcim. lo r .. pu , .. t .. inmun. 
por medio de la .. cetila ción de l s itio act ivo de 
las cin asas de las (aseadas de MAPK y de N F~B 

y p or t " nt o pr.v i.n. ou " ct iv" ción . Yop 1 .. c.
t il~ los r e.iduos S y T del as .. de lIcti v" , ión de 
MAP2K6 (l21. ta mbien d cet i l ~ d0 5 residu o5 S 
.n lo MAPlK V un ru iduo d. T co ns.,v .. do . n 
I~s I KKa y V (13) . la inhibici6n ," sc ~da " rriba 
d. MAPK, pr.v i.n •• nton e .. ou oc , ivaeión y.1 
e ncendi do de llene. como e l q ue codifi c" para 
I~ I l8 q ue p8rticipan en el proceso inna mato ri c , 

SptP.o una t oxi n" d. 5,,¡mon"ll~ qu. inhib. 
I~ acti vación dp MAPK42/4 4 medi"da por R~f-l, 
que es una MAP3K (14) , La Spt P cont ien .. d os 
dominios f unc iona l"" ind.p",ndi.nt." ",1 "mino 
t ~rmin,, 1 t i ~n ~ f un oión .ct iv"do ra d ~ GTPao" 
( GAP) y el ext re mo carboxi lo cont iene la acti v i· 
dad d", fosfMa,~ d", Y ( I S) . Ambos domin ios '''' 
", qui ~ r~n p"r a qu~ r~a lic ... u fu nc ión, " unqu~ . .. 
desconoce exactamente s i I ~ interferencia de la 
t ox ina es Dar in hibición de la ac'ividad de c ina 5a 
de la MAP3K o de la MAP2K, Es de interes dNer· 
m inu I ~ p~rti e i p~cion d. Ra/- l . n la ,"spu.~ta 
inmun .. ~ "ra dar cu .. nta d~ I ~ ~ op ~ dfidd a d d .. 
Sp t P, pues 1" to xin~ no inte rfie re con III act iva 
ción de MAPK42/44 mediada po r las MAP2K 1/2 , 

CONCLUSiÓN 

L ... Iim in .. eión d. potoSl.noo . s uno d. loo pro 
ceso. q ue rell u l~ 1" inmunidad innM a , El p rimPr 

B~nit~z-G u zm'; n A, To rr~.-M'rqu .. z ME 

. v.Mo ~ n .st. proc""o "" ~ I ,,,,~ o noc i m i,,, n to 

d~ r .. gion ~. ~.p~dfica o d~ ~.t o . m .. di .. nt .. r~

cept or e5, el s iguie nt .. evento es 1" c osca da de 
,"~a liz~ci ón q u~ Ir"Md uc •• ",0 ~ .. ~"I, pu~ 
q u ~ ~n t .. rc ~ r lugar .~ promu~v" la r~.pu~ .t a 
in llomotor i" , E. lo t " nsduce ió n de se ñole. el 
evento Que se ve i nt errumpi~o por to x ina5 bac 
ter i a n ~., pues ta q ue un . de sus estr" tegias e5 
i n t~rf .. rir y/ o mim"'ti,. r I os proc.,os d. UB-DUB 
L. int .. rf .. r~nda d~ la . to x in"o ~n la vi~ d .. la 
Ub, impide le degr. dacion d .. I~s prote in"5 q ue 
in hiben la re spuest a inna matoria ( ie, IKKI1) , V 
prot.g. a alguna o prot. ínu boctui.nu m ar
c ~d .. s pMa .u deOredac ión , El con oc im ient o de 
este mecan ismo de acción patógena bacte r ia na 
u r. l ~ ti v .. m. nt. nu.vo y.1 núm. ro d . ' ox in .. 
q ue t ienen éS!lI función va en ~ument o. Al o u
n 05 tox ina5 (amo Yop J inh iben a d em~s la v ia 
d . aeti voo ión d . MA PK .n . 1 muco d. la r .. -
pue.t~ in ll~ mator i a , pu ... ev itan lo ~ct i ~~c i 6n 
d . NF~B Y por Ionto 1" oínt.oio d. ¡L. Algun .. 
tOX iMS con t ienen, dent r o de .u e.t ru ct u,,, , 
mIÓ ' de un. f unc ión como es el ce so de Yopl, 
lo qu. fart" l. c. ou v irul.nc i .. po r vario o ft .. ncoo 
q ue posiblem ent e este n participando en dife
r ente s es t~ dio5 de I ~ in fec ciono Se desco noce 
,i .sl os m.c"ni,mos d . "ce ion d. 1", to~ in", 
b .ot~ ri~nao . on ~~c l usivo . para . qu~ ll a . qu~ 
ent r an di rect"mente en conta cto con el interio r 
d . las c~l u l ~ " p~rt.n.ci.M. ' a l TSS314 , pu . , 
oon ha.!a ahor . d~ I ~o qu ... ~ ha r~port.d o . 
El (on ocim iento de los éecto5 q ue 1"5 ' oxin .. 
b acte ri anas t ie nen sobr e sus hosoedera5 pe r 
m itir~ eve nt ualme nt e est8b lece r te r apias mIÓ ' 
.~La~B, pM~ combatir I ~s in/.ce ien .. " y o a,~ 
~v i tar loo da~o. qu~.~ g .. n ~r . n como .~cu~ l a . 
de la infec ci ón b"(terioM . 

Agrad .. d m igntos . Agrad .. c .. mo< l. Igctu ra c rít ica 
a este trabaj a de la5 Doc tores Claudi .. Gonz ~ l ez 
E5p inosa y Bert ha Gonzále2 Pedrajo , el Qu e se 
r ... li.ó con.1 "poyo porci .. 1 d.1 don .. ti vo DGAPA 
I N224606 , (~ 
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