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RESUMEN

Los filamentos de actina forman parte del citoesqueleto y resultan de la
polimerizacion de la proteina actina, dando origen a estructuras de orden superior
(haces paralelos, haces contractiles, redes en malla y dendriticas) y existe una

serie de proteinas que se unen a actina para regular su funcion.

Las funciones de los filamentos de actina son diversas, dan forma y soporte a las
células, movimiento para desplazarse, movimiento intracelular de organelos vy
otros elementos y participan en las uniones intercelulares y célula-matriz
extracelular. Sus funciones son reguladas a través de diferentes vias de
senalizacion que se activan mediante diferentes estimulos extra e intracelulares,
un ejemplo es la serotonina que modula la dinamica de los filamentos de actina,
estabilizando o desestabilizandolos para permitir su polimerizacibn o
despolimerizacion. Ademas, existen patdogenos que tienen la capacidad de
modificar la dinamica de los filamentos de actina para su beneficio, entre ellos se
encuentra E.coli enteropatégena para conejo (REPEC) que mediante un sistema
de secrecion tipo lll introduce proteinas efectoras en la célula hospedera que
alteran el comportamiento de los filamentos de actina estimulando la formacion de
pedestales ricos en actina en los enterocitos en donde se adhiere la bacteria para

colonizar la mucosa intestinal.

El objetivo de este trabajo fue determinar los cambios en los filamentos de actina
en células RK13 ocasionados por la serotonina mediante ensayos de
fluorescencia directa utilizando faloidina conjugada a rodamina para marcar los
filamentos. Se establecieron cultivos de células RK13 que fueron sometidos a
diferentes tratamientos con serotonina y con el fin de precisar el efecto de esta
hormona, se utilizd el modelo de infeccion con REPEC que manipula el
citoesqueleto de actina. La serotonina ocasiond una disminucion en la formacién
de las fibras de estrés evitando la polimerizacién de actina y en el niumero de

pedestales en los cultivos infectados con REPEC.



INTRODUCCION

La serotonina es un neurotransmisor estudiado principalmente por sus
efectos en el tono muscular, metabolismo y procesos del comportamiento,
actualmente su estudio se ha ido dirigiendo a los procesos que se desarrolla en el
pancreas, higado, préstata, glandula mamaria e intestino (Pai and Horseman,
2011), siendo de particular interés este ultimo ya que aproximadamente el 95% de
la serotonina se localiza en el tracto intestinal, en donde juega un papel muy

importante en la peristalsis (Boéttner et al., 2013).

Se sabe que a partir de diferentes estimulos las células pueden cambiar su forma,
moverse, contraerse y modificar la organizacion interna de sus componentes, lo
cual se logra a través del citoesqueleto. (Alberts et al., 2014). Existen bacterias
que afectan el epitelio intestinal, dentro de las que se encuentra la Escherichia coli
enteropatogena, (EPEC) que produce una enfermedad diarreica. Para colonizar la
mucosa intestinal, EPEC afecta a los enterocitos provocando rearreglos del
citoesqueleto que conducen a una pérdida de las microvellosidades y la formacién
de elevaciones de membrana estructurados por la polimerizacion de actina,
denominados pedestales, que es el sitio en donde la bacteria se asienta (Vidal,
2003; Geo et al., 2010).

Intestino Delgado

El intestino delgado es la porcidn mas amplia del tubo digestivo, este se
divide en tres porciones: la primera es el duodeno, comienza a la altura del piloro y
termina en la flexura duodenoyeyunal, a partir de ahi comienza el yeyuno siendo
aproximadamente dos quintas partes del intestino delgado, y finalmente el ileon,
que termina en el orificio ileal a patir de donde inicia el intestino grueso (Gartner
and James, 2011; Dyce et al., 2012; Ross and Pawlina, 2012).

El intestino delgado tiene como funciones la digestién y la absorcion, con el fin de
realizar tales funciones cuenta con extensiones que amplian su superficie de

contacto (Gartner and James, 2011; Ross and Pawlina, 2012) como:



% Pliegues intestinales con un centro de submucosa, rodeando de la mitad a
dos tercios de la circunferencia de la luz intestinal. Van desde el piloro,

abundan en el duodeno y disminuyen hasta el inicio del yeyuno.

#* Vellosidades, son evaginaciones digitiformes, que aumentan la superficie
de la luz hasta 10 veces y la cubren completamente dandole un aspecto

aterciopelado.

* Criptas que forman invaginaciones de la mucosa intestinal, son estructuras
tubulares simples que surgen de la base de las vellosidades, multiplican la

superficie de 3 a 4 veces.

#* Microvellosidades de los enterocitos, amplian la superficie hasta 20 veces,

cada célula posee varios miles.

La tunica mucosa del intestino delgado cuenta con un epitelio simple columnar con
microvellosidades y exocrinocitos caliciformes intercalados, lamina propia y
muscular de la mucosa. La lamina propia esta formada por tejido conjuntivo laxo,
con nodulos de tejido linfatico. La muscular del érgano conformada por células

musculares lisas (Gartner and James, 2011; Ross and Pawlina, 2012).

En el epitelio de la mucosa se distinguen cinco tipos celulares principales (Gartner
and James, 2011; Ross and Pawlina, 2012; Campos, 2014):

% Epiteliocitos columnares con microvellosidades (absorbentes), son las

células encargadas de la absorcion, son las mas abundantes.

#* Exocrinocitos caliciformes, dispuestos entre los epiteliocitos columnares,
son productoras de mucina, al ser secretada hacia la luz se transforma en

MOocCo.

% Exocrinocitos con granulos aciddfilos (células de Paneth), se situan en la
base de las criptas, de forma piramidal, mantienen la inmunidad innata
mediante la secrecion de sustancias antimicrobianas, metales pesados y la

fagocitosis de bacterias.



% Células M o con micropliegues, corresponden a enterocitos modificados,
que cubren los grandes nodulos linfaticos de la lamina propia. Pueden
fagocitar a los antigenos intraluminales, hacia la lamina propia para iniciar

la respuesta inmunitaria.

% Endocrinocitos gastrointestinales, productores de hormonas con actividad
autocrina y paracrina. Entre ellas se encuentran las células

enterocromafines encargadas de la secrecion de serotonina.

Entre las hormonas que secretan los endocrinocitos gastrointestinales son las

siguientes (Campos 2014):
» Motilina: controla el movimiento gastrointestinal.

» Colecistokinina: estimula la concentracion vesicular, el flujo biliar, aumenta

la secrecion de enzimas pancreaticas, participa en la ingesta de liquidos.
= Péptido inhibitorio gastrico: inhibe la secrecion de gastrina.

» Péptido intestinal vasoactivo: produce relajacién de tracto digestivo, inhibe
la secrecion de gastrina pepsina y HCI, aumenta la secrecion de agua y

electrolitos.

= Secretina: induce la liberacion pancreatica de bicarbonato y agua en un pH
acido.

» Somatostatina: disminuye la digestion y la absorcién de nutrientes por el
tracto gastrointestinal, reduce la secrecion de HCI, pepsina, gastrina,

secretina, jugo intestinal y enzimas pancreaticas. Inhibe la absorcion de

glucosa y triglicéridos a través de la mucosa intestinal.

= Serotonina: participa en la motilidad, secrecion y contracciones intestinales,

inicia los reflejos peristalticos al detectar presion intraluminal.

Muchas han sido las investigaciones que describen la actividad de las células del
epitelio intestinal, y la forma en que se involucran con el proceso de enfermedad,

donde las células enddcrinas forman un papel principal, incluso en algunas



especies se ha llegado a considerar el intestino el 6rgano endécrino mas grande
del cuerpo (Manabe et al., 2010; Whang et al., 2014).

Serotonina

El neurotransmisor serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), es una molécula
pequefia, se agrupa dentro de las aminas bidgenas (Tortora and Derrickson,
2013), tiene efecto sobre trastornos de ansiedad, depresion, adiccion y control de
impulsos. Solamente el 2% se encuentra en el cerebro, el resto se encuentra en
plaquetas, mastocitos, endocrinocitos intestinales (células enterocromafines) (Toro
et al.,, 2010) y en el plexo mesentérico (Ganong, 2004). Como se indico
anteriormente, aproximadamente el 95% de la serotonina se localiza en el tracto
intestinal, el 90% esta en las endocrinocitos intestinales, en donde juega un papel

muy importante en la peristalsis (Bottner et al., 2013).

La serotonina se obtiene a partir del triptéfano, el cual es hidrolizado a 5-hidroxi-L-
triptofano (5-HTP) por la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH-1), posteriormente es
descarboxilado a serotonina por la enzima descarboxilasa de aminoacidos L-
aromaticos (Nakamura et al., 2008; Toro et al., 2010). En el catabolismo de la
serotonina se obtiene principalmente acido 5-hidroindolacético por el sistema de
monoaminooxidasa (Toro et al., 2010). La mayoria de las aminas bidégenas
generan tanto excitacion como inhibicion segun sea el receptor presente en la

sinapsis (Tortora and Derrickson, 20013).

Los receptores de la serotonina se clasifican en 7 familias dando lugar a 14
subtipos diferentes (Azmitia, 2001; Hannon and Hoyer, 2008; Ohtani et al., 2014):
5-HT1 (1A, 1B, 1C, 1D) localizados en el hipocampo, amigdala, hipotalamo vy
corteza; 5-HT2 se encuentran en la neocorteza, claustro y sistema limbico,
musculo liso de érganos urinario, bronquios y utero; 5-HT3 en nervios periféricos,
hipocampo, amigdala, corteza cerebral y sustancia gelatinosa de la médula
espinal; 5-HT4 en grupos celulares en el hipocampo (Hannon and Hoyer, 2008;
Toro et al 2010); 5-HT5 subtipo A y B se localizan en la corteza cerebral,
hipocampo y el cerebelo; el receptor 5-HT6 se presenta de forma postsinaptica en
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el nucleo estriado, tubérculo olfatorio, nucleo accumbes y la corteza; SHT7
presente en los vasos donde se involucra en la vasodilataciéon, ademas de estar
en musculo liso de colon y el cerebro (Hannon and Hoyer, 2008). La mayoria de

los receptores se unen a proteinas G (Ganong, 2004).

Los receptores 5-HT2A median la agregacion plaquetaria y la contraccion del
musculo liso, los 5-HT3 se relacionan con el vomito, regulan la motilidad y
secrecion intestinal, localizados en el tracto digestivo y area postrema, los 5-HT4
también localizados en el tubo digestivo facilitan la secrecién y la peristalsis
(Ganong, 2004; Hannon and Hoyer, 2008).

La serotonina tiene efectos directos sobre la proliferacion, migracion y crecimiento
de muchos tipos celulares (Azmitia, 2001). En el cerebro, la serotonina participa en
la regulacion del ritmo cardiaco, apetito, agresion, actividad sensomotora,
comportamiento sexual, cognicidon, percepcion, aprendizaje, memoria Yy
personalidad (Smythies, 2005) suefio, humor, depresion, ansiedad (Ganguly et al.,
2008).

Citoesqueleto

El citoesqueleto es el soporte de las células, formado por tres tipos de
filamentos, filamentos de actina o microfilamentos, microtubulos y filamentos
intermedios, cada uno se forma por diferentes proteinas y cuentan con diferentes
mecanismos de organizacidn a partir de eventos de polimerizacion vy
despolimerizacion de las unidades que los conforman (Alberts et al., 2014). La
interaccion que hay entre estos tres tipos de filamentos permite a la célula
mantener o modificar su forma, dar soporte y fortaleza, la organizaciéon de su
estructura interna, movimiento intracelular y de la célula como tal (migracién) y
realizar rearreglos internos de acuerdo a los diferentes estimulos que reciba
(Prasain and Stevens, 2009; Alberts et al., 2014).

Los filamentos intermedios son fibras proteicas gruesas y resistentes, llamados asi

por su didametro de 11nm, entre los filamentos de actina y los microtubulos, en



forma rectilinea o ligeramente curvada. Estan formados por una familia de
proteinas filamentosas localizadas en el citoplasma (queratinas, vimentinas y
neurofilamentos) y el nucleo (laminas nucleares). Abundan en las células que
soportan gran tensién mecanica como la prolongacion de las células nerviosas, los
epitelios y las células musculares. Son los componentes mas estables del
citoesqueleto (Alberts et al., 2014).

Estos filamentos forman una red que se extiende desde la envoltura nuclear hasta
la membrana plasmatica, e incluso, forman una malla que reviste la membrana

nuclear interna para darle fortaleza (Alberts et al., 2014).

Los microtubulos se forman de moléculas de tubulina que es una proteina
globular, la unidad de polimerizacion de los microtubulos es el dimero de 2
isioformas, a-tubulina y B-tubulina, estas moléculas se ensamblan en microtubulos
formando 13 protofilamentos que se unen lateralmente para formar el microtubulo.
Su funcién principal es la organizacion interna de la célula y el transporte
intracelular (Alberts et al., 2014).

Los filamentos de actina estan formados por subunidades proteicas de actina
globular, que pueden ensamblarse y disgregarse rapidamente, son filamentos muy
inestables, que al asociarse con otras proteinas pueden ser mas estables. Estos
filamentos son importantes para dar forma y movimiento a la célula (Alberts et al.,
2014).

Filamentos de Actina

Los filamentos de actina se forman a partir de dos protofilamentos
constituidos por la polimerizacion de los mondmeros de actina globular para
formar un filamento de unos 7nm de diametro, resultado del enrollamiento de los
dos protofilamentos en forma de hélice. Comparados con los microtubulos, los
filamentos de actina son mas delgados, flexibles y cortos, aunque los filamentos

de actina se encuentran en mayor cantidad, no suelen encontrarse aislados si no



en forma de haces paralelos, haces contractiles, redes en malla o dendriticas, los

cuales dan fortaleza a los filamentos (Alberts et al., 2014).

Los filamentos de actina son estructuras polares, con un extremo de mayor
polimerizacion (extremo +) y otro de menor polimerizacion (extremo -), siendo esto
esencial para su funcion. La polaridad de los polimeros estd dada por la
disposicion de las subunidades asimétricas que siguen una orientacion haciendo
que los dos extremos sean diferentes, lo cual determina una diferencia en la
velocidad de crecimiento del polimero en cada uno de sus extremos (Alberts et al.,
2014).

La actina globular se une a una molécula de ATP con lo que se activa para
polimerizar, una vez en el filamento hidroliza el ATP por ADP promoviendo su
despolimerizacion. La polimerizacién empieza en una fase de nucleacion en donde
dos o tres moléculas de actina se juntan formando oligdmeros a los cuales se les
adicionan nuevas moléculas de actina que da lugar a la fase de elongacion o
crecimiento del filamento, llegando a un punto en que el filamento de actina deja
de crecer manteniendo su longitud, se conoce como treadmilling, es el punto en el
cual la velocidad en la que se agregan mondmeros en el extremo + es igual a la
velocidad en la que va perdiendo en el extremo — y por tanto el filamento esta en
fase de equilibrio y depende de la concentracion critica que corresponde a la
concentracion de mondmeros de actina necesaria para la polimerizacion del
filamento y varia entre los dos extremos, siendo mayor para el extremo — (0.701M)
y menor para el extremo + (0.10M). Cuando la concentracion critica es menor que
la necesaria para el extremo +, no se realiza el ensamblaje y los filamentos

comenzaran a despolimerizarse (Pollard and Borisy, 2003; Alberts et al., 2014).

La dinamica de los filamentos de actina esta regulada por una serie de proteinas
que en conjunto se denominan Proteinas Asociadas a Actina (ABP, por sus siglas
en inglés), de no tener alguna ABP los filamentos son completamente inestables y
pueden despolimerizarse desde ambos extremos (Alberts et al., 2014; Gouin et al.,
2005).



Dentro de estas proteinas estan la timosina B-4 que se une a la ADP-actina
evitando la polimerizacion. La profilina se une a la actina no polimerizada
formando un complejo uno a uno y la activa para la polimerizacion, actua como
amortiguador manteniendo la concentracion efectiva de actina libre a un nivel
constante. Los mecanismos que afecten el complejo de la profilina-actina
modificaran la polimerizacién de las moléculas de actina. Las proteinas de
caperuza (capping) son proteinas que se unen selectivamente a uno u otro
extremo de los filamentos, determinando la disposicion en el citoesqueleto, y
permiten que el polimero se una a otras estructuras, y asi controla la adicion o
pérdida de subunidades por cualquiera de los dos extremos. La cofilina, es una
proteina que segmenta los filamentos y favorece la despolimerizacion de actina,
también se le conoce como factor despolimerizante de actina (ADF, por sus siglas
en inglés). El complejo Arp2/3 actua como nucleador de filamentos de actina para
su polimerizacion, ademas que puede unirse a filamentos preformados y formar
redes dendriticas (Alberts et al., 2014).

Asimismo existen proteinas motoras, las miosinas, que se unen a los filamentos
de actina y permiten la formacién de haces contractiles o el transporte intracelular
de organelos. Dentro de las estructuras formadas por actina y miosina esta la
sarcomera que forma la unidad morfofuncional de la contraccién del musculo
estriado.Dentro de las células no musculares los filamentos de actina forman
haces que proporcionan soporte mecanico, expansiones citoplasmaticas y
sistemas contractiles para los movimientos celulares, los filamentos de actina
pueden provocar que de la membrana celular se formen estructuras como las
microespinas, filopodios y lamelipodios, que se involucran con la motilidad celular,
asimismo para la fagocitosis la actina forma los pseudopodos y en el citoplasma
forman haces contractiles que cruzan el citoplasma y se denominan fibras de
estrés que colaboran a dar soporte a la célula y terminan en la membrana celular
en los sitios en los que la célula se une al sustrato, las adhesiones focales. Estas
fibras de estrés se forman por haces antiparalelos contractiles, estabilizados a
través de ABP’s como son alfa-actinina y tropomiosina. Entre los haces de actina

se unen proteinas motoras, miosinas, que permiten el deslizamiento de unos



filamentos en otros produciendo la contractibilidad y tension de las fibras de estrés
(Gouin et al., 2005; Alberts et al., 2014).

Escherichia coli

E. coli pertenece a una familia grande denominada enterobacterias las
cuales se encuentran en el agua, suelo, vegetacion y como parte de la flora
intestinal, donde son necesarias para el funcionamiento normal del proceso
digestivo, producen vitamina B y K (Sanchez and Tay, 2011), es un Gram negativo
que puede vivir tanto fuera como dentro del organismo siendo capaz de crecer y
continuar con su metabolismo en condiciones aerobias y anaerobias (anaerobio
facultativo) (Vidal, 2013). Su tamafo varia de 2 a 4 ym de longitud con forma de

cocobacilo grande, no es capaz de formar esporas (Ryan and Ray, 2010).

Cuenta con los antigenos O (lipopolisacarido de la membrana o LPS), K (capsula

de polisacaridos) y H (proteina flagelar) (Ryan and Ray, 2010).

Prolifera con facilidad en medios simples, produce colonias de 2 a 5mm en medio
agar y produce turbidez en caldos después de 12 a 18h, fermenta glucosa, reduce
nitratos y nitritos, es negativa a oxidasa, fermenta lactosa y produce indol (Ryan
and Ray, 2010).

Hace uso de pili para adherirse al epitelio, la mayor parte de las E.coli cuentan con
pili tipo 1 0 comun que se une a la manosa, otras mas especializadas cuentan con
pili tipo P para unirse a células del epitelio urinario y eritrocitos del grupo
sanguineo P, y hay un tercer tipo, el pili formador de haces (bundle forming pilus,

Bfp por sus siglas en inglés) .
E. coli se divide en seis cepas patdgenas (Sanchez and Tay, 2011):

* Escherichia coli enteropatdogena (EPEC): productora de diarreas en

niAos en paises en desarrollo.

* Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC): produce diarreas, su

transmision es por alimentos y agua contaminada por materia fecal.
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%X Escherichia coli enteroinvasiva (ECIE): invade el epitelio del intestino

grueso causando diarrea sanguinolenta.

* Escherichia coli enterohemorragica o verotoxigénica (ECEH): se
asocia con colitis hemorragica, sindrome urémico y purpura

trombocitopénica trombdtica.

%X Escherichia coli enteroagregativa (ECEA), Escherichia coli de
adherencia difusa (ECAD): diferentes formas de adherencia, el difuso
donde las bacterias se unen al citoplasma celular y el agregativo

donde las bacterias se acumulan en forma empalizada.

* Escherichia coli uropatégena: causa de infecciones urogenitales.

E.coli Enteropatégena (EPEC)

Se reconocen 12 serotipos de EPEC, constituye casi el 20% de la causa de
diarrea en lactantes. La interaccion de EPEC comienza al unirse a los enterocitos
del intestino delgado por medio de los pili Bfp para dar origen a microcolonias
agrupadas en la superficie del enterocito. Hay destruccion de las
microvellosidades y cambio en la morfologia celular con la formacién de
pedestales ubicados en el dominio apical de los enterocitos (Ryan and Ray, 2010;
Sanchez and Tay, 2011; Vidal, 2013). El proceso mediante el cual se producen
estas lesiones se conoce con el nombre lesion de adherencia y destruccion
(attaching and effacing, AE, por sus siglas en inglés) y se puede dividir en 4

etapas:

1. Expresion de Bfp, de la adhesina intimina y de un sistema de secrecion tipo
[l filamentoso (FTTSS).

2. Adherencia localizada a través de Bfp y la formacién del complejo aguja
formado por las proteinas EspA (que forma un filamento que alcanza a la
célula blanco), EspB y EspD que forman un poro de translocacion en la
membrana de la célula blanco, situado en el extremo del complejo aguja.
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Translocacion de Tir y otras moléculas efectoras al citosol de la célula
blanco. Tir es fosforilada y se inserta en la membrana plasmatica y se
activan vias de sefalizacion causando alteraciones en el citoesqueleto.

3. La intimina se enlaza a Tir resultando en una union estrecha; acumulacion
de actina y otros elementos del citoesqueleto debajo del sitio de adhesidn

de las bacterias.

Acumulaciéon masiva de elementos del citoesqueleto que culmina con la formacion
de pedestales, pérdida de la integridad de las uniones estrechas, de la funcion de
las mitocondrias y apoptosis, conduciendo a la pérdida de electrolitos y a la
eventual muerte celular (Ryan and Ray, 2010; Torres, 2010, Sanchez y Tay, 2011;
Vidal, 2013).

ANTECEDENTES

La serotonina tiene diversos efectos en donde esta implicada la dinamica de
los filamentos de actina, de hecho, algunos de los receptores para la serotonina

estan anclados a la F-actina (Smythies, 2005).

Dentro de los efectos producidos sobre los filamentos de actina o estructuras
relacionadas con los mismos, Zhang et al. (2012) realizaron un estudio con células
neuronales aplasicas, sometiéndolas a tratamientos de serotonina a diferentes
tiempos, encontrando que los filamentos de actina aumentaban en tamafo y tal
crecimiento aumenté en tiempos mayores de exposicion a serotonina. Ohtani et al.
(2014) indican que en células de la corteza cerebral de ratas nonatas, al comparar
el crecimiento de dendritas tras la estimulacién con serotonina, observaron que las
células que fueron estimuladas mantuvieron mayores crecimientos dendriticos y

mencionan que esto sea debido a una mayor presencia del receptor 5-HT2.

Los receptores 5-HT2 actuan sobre la concentracion de calcio intracelular y la
acumulacién de AMPc, teniendo como resultado la modificacion de los

mecanismos celulares estimulando los filamentos de actina cambiando la forma y
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el movimiento. Puede modificar hasta en un 80% los filamentos de actina y un

40% la superficie celular (Azmitia, 2001).

Estudios realizados en cultivos de células de corazon obtenidos de ratas de cuatro
dias de nacidas, después de ser expuestas a serotonina durante 30 min, se
determin6 que habia un incremento en la polimerizacion de actina y la

permanencia de las fibras de estrés (Lee et al., 1998).

En cultivos de tejido de glandula mamaria que fueron expuestos a serotonina por
cuatro horas se observé la presencia de poros, sin embargo las células mantenian
sus uniones estrechas en la zonas en las que se conformaba el tejido (Pai and

Horseman, 2011).

La serotonina liberada por las neuronas entéricas, mastocitos de la mucosa
intestinal y células enteroendocrinas, regulan las funciones del musculo liso y la
absorcién de agua (Nakamura et al., 2008; Bruce, 2009). De las funciones que
induce la serotonina estan la contraccién de vasos sanguineos, cambios en el
musculo esquelético (relajaciéon y contraccion), plaquetas, células endoteliales,
fibroblastos y cambios en la proliferacion (Azmitia, 2001; Nakamura et al., 2008).
La serotonina afecta las uniones estrechas celulares afectando también procesos
como la apoptosis y las funciones de barrera en los epitelios (Pai and Horseman,
2011). Vaibhav y Horseman (2011), Lee et al., (1998) y Stull et al., (2007) reportan
un remodelaje de la uniones estrechas con un aumento de la permeabilidad
paracelular en epitelio intestinal, células endoteliales y de glandula mamaria,

respectivamente.

Gill et al., (2008) mencionan que la serotonina en cantidades elevadas forma parte
de la fisiologia de la diarrea al modificar el transporte de iones, inhibiendo el
intercambio de Na/H y CI/OH, de igual forma demostraron que células de intestino
con tratamientos de serotonina sufren cambios en el borde de cepillo y cambios en
el citoesqueleto con una reorganizacion en los filamentos de actina, estos ultimos

aumentaron su polimerizacidn en la presencia de serotonina.
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Las células Caco-2 son células obtenidas de adenocarcinomas de colon de
humano, sobre estas fueron realizados trabajos donde las células fueron
expuestas a 5-HTP (precursor de serotonina) y 5-HT (serotonina), encontrando
que la densidad de las microvellosidades aumentaban considerablemente con la
adiccion de 5-HTP no asi con 5-HT, también probaron en ratones, al inyectarles 5-
HTP, que las células mantenian concentraciones altas de este mismo y de 5-HT,
que al ser liberada esta ultima aumento la actividad fagocitica, siendo 5-HT la
responsable. Al realizar observaciones sobre los filamentos de actina, obtuvieron
que el 5-HTP genera aumentos de actina filamentosa mientras que la 5-HT no

tiene ningun efecto (Nakamura et al., 2008).

El efecto de la serotonina sobre el citoesqueleto de actina por tanto es importante,
en particular en los aspectos referentes a la polimerizacidén/despolimerizacién que
permiten los rearreglos de los filamentos de actina afectando la forma, movimiento
e incluso la estructura de la uniones estrechas lo que podria modificar el transito

paracelular.

Por otro lado PEC induce modificaciones a nivel intracelular que provocan
alteraciones en el citoesqueleto que conllevan a la formacion de los pedestales y
ocasiona alteraciones que repercuten con la actividad fisiolégica normal de la
célula intestinal, como es el aumento de secrecion de electrolitos, cambios en la
permeabilidad de la uniones estrechas y remodelacion del dominio apical del

enterocito.

Existe una cepa de EPEC que afecta al conejo (Escherichia coli enteropatégena
para conejo, REPEC, por sus siglas en inglés) y que nos ha permitido establecer
un modelo de infeccion in vitro en donde se utiliza la linea celular RK13,
reproduciendo la formacion de pedestales soportados por filamentos de actina,
cuya polimerizacion es inducida por la bacteria (Vidal, 2003; Oliver et al., 2008;
Peralta et al., 2008; Ruetz et al., 2012).

Se han realizado trabajos donde se evalua la formacion de los pedestales y se
encontré que la bacteria, a través del sistema de secrecion tipo lll, introduce en la

célula diferentes efectores que alteran vias de sefalizacién para su beneficio,
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provocando rearreglos del citoesqueleto y alteraciones en las uniones estrechas
(Vidal, 2003; Oliver et al., 2008; Peralta et al., 2008; Ruetz et al., 2012).

Existe una sepa de E. coli que produce la toxina STa que aumenta la secrecion de
serotonina. (Bottner et al., 2013). Por otro lado Esmaili et al. (2009) reportan que
EPEC, a través de su sistema de secrecion tipo lll, inhibe la actividad de un
transportador de serotonina (SERT) responsable de la retoma de serotonina por
los enterocitos para su degradacion, de esta forma EPEC conduce a una
disminucion en la toma de serotonina por las células intestinales, lo que podria
afectar sus funciones en la mucosa intestinal, pudiendo ocasionar cambios en la
absorcidon de iones y en la funcién de barrera de las uniones estrechas; de esta

forma EPEC podria influir en la patogénesis de la diarrea.
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JUSTIFICACION

Los filamentos de actina participan en la formacién de diferentes estructuras
relacionadas con diversas funciones celulares, entre las que se encuentran la
formacion de la corteza celular, fibras de estrés, dar soporte a las
microvellosidades y dar fortaleza a las uniones intercelulares tales como las

uniones adherentes y las uniones estrechas, asi como a las adhesiones focales.

La serotonina y las proteinas secretadas por EPEC son factores que pueden
modificar las funciones celulares, en particular ocasionando rearreglos de los
filamentos de actina y es de nuestro interés conocer cual es el efecto de la
serotonina sobre los filamentos de actina en células epiteliales y su repercusion
sobre las diferentes estructuras y funciones en las que participa, de ahi que este
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la serotonina sobre los filamentos
de actina en la linea celular RK13 y cdémo puede influir sobre estimulos
particulares que induzcan rearreglos de los filamentos de actina para lo cual nos
hemos valido del modelo de infeccion con la bacteria REPEC que produce
rearreglos del citoesqueleto mediante la traslocacién de diferentes proteinas
efectoras que alteran su estructuracion y determinar la influencia de la serotonina
sobre los estimulos inducidos por la bacteria para provocar dichos rearreglos y la
formacion de estructuras a partir de filamentos de actina como son los pedestales
o bien las fibras de estrés que en condiciones normales se forman en las células
RK13.
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HIPOTESIS
La serotonina induce estimulos que ocasiona respuestas celulares, algunas
de las cuales estan relacionadas con rearreglos en la organizacion de los

filamentos de actina, ocacionando cambios en las estructuras conformadas por

ellos.
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Determinar los cambios en los filamentos de actina en células RK13
ocasionados por la serotonina y REPEC mediante ensayos de fluorescencia

directa.

Objetivos Particulares

e Establecer un cultivo de células RK13 y reconocer la forma en que se
estructuran de los filamentos de actina mediante ensayos de fluorescencia
directa utilizando faloidina conjugada a rodamina para marcar los
filamentos.

e Examinar los cambios en los filamentos de actina en células RK13
expuestas a serotonina.

e Estandarizar la infeccion de células RK13 con REPEC y reconocer la
formacion de pedestales soportados por flamentos de actina.

Comparar la estructura de los filamentos de actina en células RK13
infectadas con REPEC en presencia y ausencia de serotonina para establecer la

influencia de esta hormona sobre los estimulos inducidos por la bacteria.
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METODOS

Para cumplir con los objetivos planteados, se trabajo con cultivos celulares

de células RK13 divididos en 9 grupos a los que se les aplicaron diferentes

tratamientos, realizando tres repeticiones (Tabla 1).

Las células se cultivaron y sometieron a los diferentes tratamientos propuestos,

posteriormente se fijaron para realizar los ensayos de fluorescencia directa para

marcar los filamentos de actina con faloidina conjugada con rodamina.

Tabla 1. Tratamientos aplicados a los diferentes grupos experimentales

1 No
2 3h
3 7h
4 No
5 No
6 No
7 7h
8 3h
9 3h

No

No

No

No

No

4h

4 h

4h

No

Cultivo control que se fijo al inicio de incubacién
(tiempo 0).

Fijadas después del tratamiento con serotonina.

Fijadas después del tratamiento con serotonina.

Cultivo control que se incub6 con medio DMEM
durante 3 h y posteriormente se fijo.

Cultivo control que se mantuvo con medio
DMEM durante 7 h fijandose al final de la
incubacion.

Se incub6 durante 3 h con medio DMEM y
posteriormente se realizé la infeccion con
REPEC por 4 h.

El cultivo se mantuvo las 7 h en presencia de
serotonina. A la 3er. hora se infecté con REPEC
y se incubd por 4 h.

El cultivo se incubo 3 h con serotonina, se retird
la hormona y posteriormente se realizo la
infeccion con REPEC por 4 h.

El cultivo se incubd 3 h con serotonina, se retird
la hormona y después se mantuvo el cultivo por
4 h mas en ausencia de REPEC.
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Cultivo celular

Se estandarizé el cultivo de células RK13 (ATCC CCL-37, células de rifidn
de conejo de morfologia epitelial) en el laboratorio. Las células se cultivaron en
medio DMEM, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, adicionando
antibiéticos (penicilina, 5000 Ul y estreptomicina, 5 pg/ml). Las células se
mantuvieron en una incubadora a 37°C, en una atmoésfera con 5% de CO2 y 95%
de humedad. Para la realizacion de este trabajo, las células se cultivaron en cajas

que contenian cubreobjetos previamente esterilizados.

Serotonina

Para realizar los ensayos con serotonina, se utilizd6 una concentracion de
1mM en medio de cultivo DMEM sin SFB ni antibidticos, las células se

mantuvieron en incubacion durante 3y 7 h.

E. coli enteropatdégena para conejo.

La bacteria REPEC se crecié en agar Luria-Bertani (LB) en incubadora a
37°C por 24 h, de este cultivo se tomd una colonia que se pasoé en 5 ml de medio

liquido LB poniéndose en incubadora a 37°C y 200 rpm por 24 h.

Antes de la infeccidn el medio LB se centrifugd por 5 min a 3000 rpm, la pastilla se
resuspendioé en 2 ml de medio DMEM sin SFB, ni antibiéticos y se coloc6 de nuevo

en incubacién por 2 h.

Para la titulacidon de los cultivos bacterianos se utilizd el método Nefeléometro de
McFarland, a partir del cual se determiné la cantidad de bacterias utilizadas para la
infecciéon de los cultivos. El titulo determinado fue de 18x10-® que corresponde a

15000 células bacterianas por mililitro.
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La infeccién se realizé con 400 ul del cultivo bacteriano y las bacterias se
mantuvieron en el cultivo celular por 4 h siguiendo el método previamente

establecido en el laboratorio (Oliver et al., 2008).

Fluorescencia directa

Para identificar los filamentos de actina se utilizo la técnica de fluorescencia
directa, utilizando como marcador faloidina conjugada a rodamina, realizando el

siguiente método:

Se elimind el medio de cultivo y las células crecidas en los cubreobjetos se fijaron
con formalina acuosa al 10% en amortiguador salino de fosfatos (PBS, por sus
siglas en inglés) durante 20 min. Posteriormente las células se permeabilizaron
con el detergente Triton X-100 al 0.5% en PBS por 5 min y los cultivos se
bloquearon con albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) al 1% en
PBS por 20 min. Se elimind la BSA y se adicioné la faloidina conjugada con
rodamina para marcar los filamentos de actina y se dejé incubar por 20 min.
Después de realizar cada paso, se hicieron 3 lavados con PBS. Finalmente se
hizo un lavado con agua desionizada y se realizé el montaje de los cubreobjetos
sobre portaobjetos utilizando medio de montaje UltraCruz adicionado con 4',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) para marcar los nucleos. Las células se observaron en
un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss, modelo Axioskop40 con

epifluorescencia).

Conteo de nucleos, fibras de estrés y pedestales.

Las preparaciones se observaron en el microscopio de fluorescencia y se
tomaron 10 fotos de diferentes campos por laminilla, con el objetivo 40x (camara
ccd Evolution VF marca Medio cybernatics) empleando el programa QCCapture
6.0.
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Por cada campo se tomaron dos fotos, en la primera se tenian visibles los nucleos
celulares y las bacterias marcados con DAPI, mientras que en la otra se
observaban las fibras de estrés y los pedestales con la actina marcada con
faloidina conjugada a rodamina, posteriormente se sobrepusieron las dos
imagenes en una utilizando el programa ImageJ64 del Instituto Nacional de Salud
del gobierno de los Estados Unidos de América. A través del mismo programa se
realizaron los conteos del numero de nucleos, la presencia de fibras de estrés y el
numero de pedestales. Para que un pedestal fuera considerado como tal, se

buscaba que junto al mismo se observara la presencia de una bacteria.

Anélisis Estadistico

Los datos se analizaron a través de una varianza para datos con
distribucion no normal por medio de la prueba Kruskal-Wallis (Siegel, 1991)

empleando el paquete estadistico SYSTAT version 13 (2014).
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RESULTADOS

Las células se distribuyeron en 9 grupos experimentales como se menciond

en método (Tabla 1).

Fibras de estrés

Los grupos 1, 4, 5 son las células que no recibieron ningun tratamiento, solo vario
el tiempo en el que permanecieron en el cultivo y se observé la presencia de fibras

de estrés (Fig. 1, paneles A, Dy E).

Los grupos 2, 3, 7, y 8, fueron tratados con serotonina y se observo una
disminucién en el numero de células con fibras de estrés (Fig. 1, paneles B y C;

Fig. 2, paneles By C).

El grupo 9, fue tratado con serotonina durante 3 h, se le retiré la hormona vy el
cultivo se incubd por 4 h mas sin la serotonina. Se observo la presencia de fibras
de estrés de manera similar a lo observado en los grupos 1, 4, 5 y 6, que no

recibieron tratamiento con serotonina (Fig. 2, panel D).

En la Figura 3 se muestra la media aritmética de los valores obtenidos del conteo
de células con fibras de estrés de los 9 grupos y claramente se nota como la
serotonina afect6 el numero de células con fibras de estrés. Los grupos 1, 4y 5
que no fueron tratados con serotonina evidenciaron mayor numero de células con
fibras de estrés (14.4, 15 y 18.2, respectivamente) al compararse con los grupos
2, 3, 7 y 8 que fueron tratados con serotonina (1.1, 4.2, 7.1 y 6.3,

respectivamente). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas.

Los grupos 6 y 9 no presentaron diferencias en el numero de células con fibras de
estrés entre ellos (12 y 10.4, respectivamente), al compararlos con los grupos 2 y
3, se observd que estos ultimos, que fueron tratados con serotonina, tuvieron un
menor numero de células con fibras de estrés (1.1 y 4.2, respectivamente),

observandose diferencias significativas.
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Al comparar los grupos 6, 7 y 8, que fueron infectados con REPEC,
independientemente de haber sido tratados (grupos 7 y 8) o no (grupo 6), con
serotonina, no mostraron diferencias en el numero de células con fibras de estrés

(12, 7.1 y 6.3, respectivamente).

Pedestales

Los grupos 1, 2, 3, 4, 5y 9 no fueron infectados, por consecuencia no se observo
la presencia de pedestales (Fig. 1 y Fig. 2, panel D). Los grupos 6, 7 y 8, fueron
infectados con REPEC y en todos ellos se observo la presencia de pedestales
(Fig. 2, paneles A, By C).

En la Figura 4 se muestra el promedio de pedestales por célula, los grupos
infectados con REPEC (6, 7 y 8) presentaron los pedestales a diferencia de los
grupos restantes (no infectados), encontrandose diferencias significativas en el
numero de pedestales entre los grupos con y sin REPEC. Al observar los grupos
6, 7 y 8, se nota que la serotonina afecté la formacién de pedestales, notandose
diferencias significativas entre el numero promedio de pedestales por célula entre
los grupos 6 y 8 comparados con el grupo 7. El grupo 6, el cual no fue tratado con
serotonina presentd mayor numero de pedestales promedio por célula (5.7
pedestales). El grupo 8, fue tratado con serotonina durante 3 h, después se retird
la hormona y se procedié a infectar con REPEC, si bien presenté un menor
numero de pedestales comparado con el grupo 6 (4.2 pedestales), la diferencia no
fue significativa. El grupo 7 recibié tratamiento con serotonina durante todo el
experimento (7 h) y se infect6 con REPEC a la 3er. hora de incubacion con la
serotonina, el numero de pedestales disminuyd de forma notable (2.7 pedestales)

existiendo diferencia significativa comparado con los grupos 6 y 8.

En la Figura 1 se presentan fotografias representativas de los tratamientos con
serotonina y sus controles, aplicados a los cultivos celulares en donde se pueden
observar las estructuras que se evaluaron para determinar el efecto de la

serotonina sobre los filamentos de actina (formacion de fibras de estrés).

24



C-

4

B-
W
4
D
\ |

E

Fig. 1. Cultivos de células RK13 con los filamentos de actina marcados con falodiina conjugada a
rodamina y los nucleos con DAPI.

Paneles A (grupo 1), D (grupo 4) y E (grupo 5), cultivos de células que no recibieron serotonina
pero tuvieron diferentes tiempos de incubacion (0, 3 y 7 h respectivamente). Paneles B (grupo 2) y
C (grupo 3), cultivos de células tratadas con serotonina (3 y 7 h respectivamente). Ver método,
Tabla 1. Fibras de estrés sefialadas con flechas.



En la Figura 2 se presentan las fotografias representativas de los tratamientos con
serotonina, REPEC y sus controles, donde se pueden observar la formacion de
fibras de estrés y pedestales.

Di..

Figura 2. Cultivos de células RK13 con los filamentos de actina marcados con falodina conjugada a
rodamina y los nucleos con DAPI.

Panel A (grupo 6) infectado con REPEC por 4 h. Panel B (grupo 7), tratado 7 h con serotonina e
infectado con REPEC a partir de la 3er. hora de incubacion. Panel C (grupo 8) incubado con
serotonina 3 h, se retiré la hormona y se infecté con REPEC 4 h. Panel D (grupo 9) incubado con
serotonina 3 h, se retird la hormona y se continu6 incubando 4 h sin infectar. Ver método, Tabla 1.
Fibras de estrés sefialadas con flechas verdes y pedestales con flechas amarillas.

C
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MEDIA ARITMETICA DE PRESENCIA DE FIBRAS DE

25

ESTRES POR CELULA

GRUPO

Figura 3. Grafica en donde se indica la media aritmética de células que
presentaron fibras de estrés para cada uno de los tratamientos empleados (ver
método, Tabla 1). Las letras iguales no tienen diferencia significativa (p>0.01)
mientras que las letras diferentes si tienen diferencia significativa (p<0.01).
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Figura 4. Grafica en donde se indica el promedio de pedestales por célula en
los diferentes tratamientos utilizados (ver método, Tabla 1). Las letras iguales
no tienen diferencia significativa (p>0.01) mientras que las letras diferentes si
tienen diferencia significativa (p<0.01).
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DISCUSION

En este trabajo se demostré el efecto que tiene la serotonina sobre los
filamentos de actina en células RK13 y como esta hormona puede afectar los
rearreglos de estos filamentos inducidos por otro tipo de estimulos, como sucede

en las células infectadas con REPEC.

Diversos estudios han probado el efecto de la serotonina sobre diferentes tipos
celulares, donde se observa que las estructuras de actina aumentan de tamano
considerablemente con la presencia de serotonina, como lo demuestran los
trabajos de Zhang et al. (2012) y Ohtani et al. (2014), en células neuronales, Lee
et al., (1998) en células del corazén y Pai y Horseman, (2011) en células de
glandula mamaria. Por otro lado Nakamura et al. (2008), al experimentar con
células Caco encuentra que son los precusores de 5-HT los que ocasionan
cambios en el citoesqueleto, y que la serotonina no causa ningun cambio sobre la
actina filamentosa contrarrestando lo dicho por Gill et al., (2008) el cual afirma que
la serotonina ejerce cambios en el citoesqueleto aumentando la polimerizacion de
los filamentos de actina. En este mismo sentido Kang et al. (2013) reportan la
polimerizacién de actina inducida por la serotonina durante el rolling de eosinoéfilos

sobre el epitelio endotelial.

Contrario a lo anterior, en nuestro trabajo encontramos que si hay un efecto de la
serotonina sobre los filamentos de actina, observamos una disminuciéon en el
numero de células con fibras de estrés comparando los grupos con y sin
serotonina. A este respecto Azmitia (2001) reporta la modificacion de los
mecanismos celulares que estimulan a los filamentos de actina cambiando la
forma celular y el movimiento. Pai y Horseman (2011) reportan que la serotonina
afecta las uniones estrechas celulares afectando también procesos como la
apoptosis y las funciones de barrera en los epitelios, todo lo cual sugiere que la
serotonina ocasiona rearreglos de los filamentos de actina. Ganguly et al. (2008)
mencionan la desestabilizacion de los filamentos de actina producida por la
serotonina a través del receptor 5-HT1A lo que permite la movilidad lateral de los

receptores en la membrana. Estos trabajos coinciden con nuestros resultados en
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donde la disminucién en el numero de células con fibras de estrés nos indica que
la serotonina esta induciendo rearreglos de los filamentos de actina. Apoyandonos
en el analisis estadistico de los resultados, los grupos expuestos a la serotonina
(2, 3, 7 y 8), sin importar el tiempo en el tratamiento tuvieron una disminucion
significativa en el numero de células con fibras de estrés comparado con los

grupos control (1, 4, 5y 6) que no recibieron la hormona.

El grupo 2 que permanecié con serotonina unicamente por 3 h fue el grupo que
presentd un menor numero de células con fibras de estrés comparado con el
grupo 3 que se incubd con serotonina durante 7 h, sin existir diferencia
significativa entre ambos. Esto pudo deberse a que quiza la serotonina tenga una

vida media y su efecto sea solo por un tiempo determinado.

El grupo 9, al cual se le retird el tratamiento con serotonina después de tres horas
y posteriormente permanecié solo con medio de cultivo, no mostré diferencias
significativas en el numero de células con fibras de estrés de los grupos control sin
tratamiento (1, 4 y 5), pero si se observd diferencia significativa con los grupos
tratados con serotonina exclusivamente (2 y 3). A pesar de que en un inicio este
grupo fue tratado con la serotonina, después de retirar la hormona las células
aparentemente se comportaron como las células control sin tratamiento, pudieron
contrarrestar el efecto de la serotonina formando nuevamente las fibras de estrés,
aunque parece ser que el tiempo que se les dio para recuperarse no fue el
suficiente para volver a alcanzar los valores de los grupos que no tuvieron

tratamiento con serotonina.

Tomando en conjunto nuestros resultados y los de otros autores, se ha llegado a
observar cierta contradiccion en cuanto el efecto de la serotonina sobre la
estabilizacién y desestabilizacion de los filamentos de actina, lo cual podria
deberse al tipo de receptor que expresan las diferentes células en estudio. Esto se
puede comprobar en el estudio realizado por Azmitia (2001) quien reporta que
cuando la serotonina estimula al receptor 5-HT1A se estabilizan los filamentos de
actina y en caso contrario, el estimulo del receptor 5-HT2A ocasiona su
desestabilizacidon. De ahi la importancia de realizar trabajos para determinar el tipo
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de receptor que expresan las células RK13 y las vias de sefalizacion que se

activan, para comprender el efecto de la serotonina sobre este tipo de células.

En este trabajo se observé una disminucién en el numero de células con fibras de
estrés ocasionada por la serotonina en células RK13, ahora bien, es importante
determinar si la desestabilizacion de los filamentos de actina es debida a un
bloqueo de su polimerizacion o favoreciendo su despolimerizacion, para responder
a esta pregunta,se empled el modelo de infeccion con REPEC, en el cual se ha
demostrado que hay rearreglos del citoesqueleto de actina con polimerizacion

para la formacion de los pedestales (Oliver et al., 2008).

Vidal, (2003); Oliver et al., (2008); Peralta et al., (2008) y Ruetz et al., (2012),
establecen la interaccion que hay de E.coli con el citoesqueleto, la cual a través de
su sistema de secrecion tipo Ill induce cambios en el citoesqueleto, ocasionando
rearreglos en los filamentos de actina formando pedestales. En nuestro laboratorio
tenemos estandarizada la infeccion de las células RK13 con REPEC vy la

formacion de los pedestales, lo cual se demostrd en este trabajo.

En cuanto a los grupos 6, 7 y 8 que fueron infectados con REPEC y ademas los
grupos 7 y 8 recibieron tratamiento con serotonina, no hubo diferencia significativa
en el numero de células con fibras de estrés. Al comparar el grupo 6 con los
controles sin serotonina (grupos 1, 4 y 5) no se observaron diferencias
significativas, sin embargo los grupos 7 y 8 comparados con los controles sin
serotonina (grupos 1, 4 y 5) si mostraron diferencias significativas en el numero de
células con fibras de estrés. Tomando los datos de los grupos 6, 7 y 8, se entiende
que el resultado del grupo 6 fue debido a que nunca fue expuesto a la serotonina.
En el caso del grupo 8 el resultado pudiera deberse a que las células se infectaron
después de retirar la serotonina, lo cual permitiria que las células se recuperaran
del efecto de la serotonina (como se menciond para el grupo 9). El resultado en el
grupo 7 tal vez no era el que esperabamos debido a que las células estuvieron las
7 horas en presencia de la serotonina, aun cuando se infectaron y no mostraron
una disminucion significativa del numero de células con fibras de estrés; la

explicacion para este resultado es que de alguna manera la bacteria pudo revertir
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el efecto de la serotonina. Sin embargo al comparar los resultados de los grupos
controles sin serotonina 1, 4 y 5, con los grupos 7 y 8 infectados con REPEC y
tratados con serotonina, si se observd una disminucién significativa en el numero
de células con fibras de estrés, lo cual nos pudiera indicar que el revertimiento del

efecto de la serotonina por la bacteria solo es parcial.

Para sustentar nuestra hipétesis de que REPEC revierte el efecto de la serotonina
en cuanto al numero de células con fibras de estrés, si se compara en particular el
grupo 3 que se mantuvo por 7 h con la serotonina, con el grupo 7 el cual tuvo
serotonina por 7 h y se infect6 con REPEC a la 3er. hora de incubacién, el numero
promedio de fibras de estrés por célula fue mayor en el grupo 7, aunque
estadisticamente no hubo una diferencia significativa, si se observa una tendencia
a un mayor numero de células con fibras de estrés, por lo que es posible sugerir
que la bacteria de alguna forma bloqued parcialmente el efecto de la serotonina

sobre el citoesqueleto de actina, revirtiendo su efecto.

Por otro lado, evaluamos también la formacién de pedestales. En los tres grupos

que se infectaron con REPEC (6, 7 y 8) se presento la formacién de los mismos.

El grupo 6 tuvo el mayor promedio de pedestales por célula comparado con los
grupos 7 y 8 aunque solo hubo diferencia significativa con el grupo 7. Si bien la
bacteria ocasiona rearreglos de los filamentos de actina con la formacion de
pedestales, en las células tratadas con serotonina la bacteria tal vez no logro
reorganizar totalmente el citoesqueleto de actina para la formacién de los
pedestales que se reflejd6 en un menor niumero de los mismos y que, aunque
aparentemente la disminucion de fibras de estrés ocasionada por la serotonina
podria hacer pensar que existiera una mayor concentracién de actina disponible
para polimerizar, lo que facilitaria la formacidén de los pedestales, el efecto de la
serotonina podria ser hacia el bloqueo de la polimerizacion de la actina lo cual se
reflej6 en una disminucién en el numero de células con fibras de estrés en las
células tratadas con la serotonina (resultado observado al comparar los grupos
controles sin serotonina, 1, 4 y 5, contra los grupos infectados tratados con

serotonina, 7 y 8), y en una disminucion en el numero de pedestales en las células

31



infectadas con REPEC, que como se menciond fue significativamente menor en el
caso del grupo 7 (2.7 pedestales en promedio por célula) que siempre estuvo
expuesto a la serotonina y con tendencia a disminuir en el grupo 8 (4.2 pedestales
en promedio por célula), comparado con el grupo control 6 infectado con REPEC

sin tratarse con serotonina (5.7 pedestales en promedio por célula).
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CONCLUSIONES

1. Se logro establecer el cultivo de las células RK13 y se demostré la forma en
que se estructura el citoesqueleto de actina, en particular la formaciéon de

fibras de estrés.

2. La serotonina provoca una disminucion en el numero de células con fibras

de estrés.

3. Se lograron reproducir los eventos que suceden al infectar los cultivos de
células RK13 con REPEC, lo que se demostré con la observacion de la

formacion de los pedestales.

4. La serotonina afecta los rearreglos del citoesqueleto de actina inducidos por
REPEC en las células RK13 observandose una disminucion en el numero de
células con fibras de estrés y el numero promedio de pedestales por célula

en los cultivos infectados.
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