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Introduccion

Las enfermedades gastrointestinales, al igual que las infecciones entéricas, son de
las enfermedades mas comunes en la vida cotidiana de los humanos. Los millones
de microorganismos que atacan el cuerpo humano a través del tracto
gastrointestinal suman mas de 6 millones de casos de este tipo de enfermedades
cada afo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que millones
de nifilos menores de 2 aflos mueren anualmente a causa de enfermedades
diarreicas en paises en vias de desarrollo, y la muerte de un nifio cada 15

segundos alrededor del mundo (Alper, 2003).

Entre los agentes bioloégicos mas comunes que producen cuadros diarreicos
severos en nifnos se encuentra la bacteria Escherichia coli, la cual fue descrita por
primera vez en 1885 por Theodor Escherich. El identificé a una bacteria a la que
llamoé Bacterium coli commune, la que posteriormente recibié oficialmente el
nombre de Escherichia coli hasta 1958 en honor a su descubridor (Kuhnert et al.,

2000).

Escherichia coli

E. coli es una bacteria Gram negativa que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae de la tribu Escherichia. Esta bacteria es el organismo
facultativo predominante en la flora natural del colon de la mayoria de los
organismos de sangre caliente, la cual infecta el tracto gastrointestinal del recién

nacido a los pocos dias del nacimiento debido al contacto con los fluidos vaginales



de la madre (Simon y Gorbach, 1986), y permanece ahi durante toda la vida en
simbiosis con el huésped mamifero en donde participara de manera importante en

el control fisiologico (Nataro y Koper, 1998).

Hoy en dia, se han caracterizado dentro de esta especie bacteriana serotipos
especiales que pueden causar una variedad de enfermedades en seres humanos,
siendo clasificadas en las siguientes categorias: patdgenos extraintestinales y
patdogenos entéricos. Los patdégenos extraintestinales de E. coli constituyen un
grupo separado que principalmente causa infecciones en el tracto urinario en
todas las categorias de edades, asi como sepsis y meningitis en nifios pequefios y
animales jovenes (Kuhnert et al., 2000). Dentro de los patdgenos entéricos se han
podido caracterizar seis principales cepas de E. coli que provocan diarreas en el
ser humano: E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), adherentedifusa (DAEC) y
enteropatogena (EPEC). Cada una de estas cepas tiene codificados diferentes
grupos de genes a nivel cromosomal y plasmidico que intervienen en su virulencia

(Nataro y Koper, 1998; Kuhnert et al., 2000; MUhldorfer y Hacker, 1994).

Escherichia coli Enteropatégena (EPEC)

Durante la década de 1940 se comenzé a establecer a Escherichia coli como el
principal factor de ciertas enfermedades humanas. Investigadores de Estados
Unidos y Europa descubrieron que ciertos serotipos somatoflagelares (O:H) de E.

coli estaban asociados con casos esporadicos de diarrea infantil de verano y en



algunos brotes epidémicos de gastroenteritis en guarderias, por lo que se
denominé a este grupo E. coli enteropatégena (EPEC) para diferenciar a este tipo
virulento de las bacterias de flora normal (Nataro y Koper, 1998; Cunningham y

Fujinami, 2000).

EPEC es una importante categoria de E. coli causante de diarrea en paises en
vias de desarrollo, la cual coloniza el epitelio del intestino delgado y grueso
provocando diarrea acuosa en nifios menores de 2 afios en diferentes grados de
severidad, aunque se ha reportado que los ninos menores de 6 meses son mas
propensos a infecciones por esta bacteria. Algunos investigadores definian estas
caracteristicas patdogenas en base solo a los serotipos somatoflagelares (O:H),
pero EPEC es ahora definida en base a sus caracteristicas patdégenas propias que

le ayudan a provocar estos sintomas (Nataro y Koper, 1998).

En condiciones de laboratorio EPEC puede causar diarrea en adultos con un
inéculo grande de bacteria (108 a 1010), pero se piensa que en infecciones
naturales el in6culo es menor. Las infecciones por esta bacteria en adultos son
menos probables que en nifos, quizas debido a que los individuos adultos pierden
ciertos receptores especificos a lo largo del desarrollo, aunque se han reportado
casos de esta infeccion en adultos, en individuos sanos, los cuales probablemente
consumieron un inoculo muy grande y en individuos inmunocomprometidos por

otras enfermedades o por la edad (Nataro y Koper, 1998).



Lesiones A/E

Las infecciones por EPEC se caracterizan por tener una interaccion muy particular
con el epitelio intestinal del hospedero. Esta interaccion es llamada lesién A/E
(Attaching and Effacing), la cual es clasificada como un proceso multiestado que
degenera las microvellosidades del enterocito mediante la reorganizacion de
algunas proteinas implicadas en la estructuracion del citoesqueleto de la célula
epitelial (Fig. 1A). La bacteria lleva a cabo este proceso inicialmente con la
adherencia al enterocito, lo que conlleva a la liberacion de algunas proteinas hacia
la célula huésped, las cuales estan implicadas en la virulencia, y por consecuencia
se lleva a cabo el esfacelamiento o destruccion de las microvellosidades y la

formacion de una estructura debajo de la bacteria conocida como pedestal (Finlay

Figura 1. Lesién A/E (Attaching and Effacing) producida por EPEC. (A) Fotografia de microscopia electrénica donde se muestra
lesiones A/E. Este tipo de lesiones se caracterizan por la unién intima de la bacteria a la célula hospedera mediante la interaccion de
intimina con Tir, lo que conlleva al esfacelamiento o eliminacién de las microvellosidades de la célula hospedera y a la formacion de
la estructura de tipo pedestal rica en actina. (B) Fotografia de microscopia electronica de un pedestal producido por la unién intima de
EPEC a la célula hospedera (Dean et al. 2006).

pedestalgrogueiqeRy | ABRERHETRECAT ES Al CIN asp 2 e ot &l 2006).

La formacién de la estructura tipo pedestal esta relacionada con la polimerizaciéon

y nucleacién de los filamentos de actina y otras proteinas implicadas en la



estructuracion del citoesqueleto del enterocito, como son actina, a-actina, fimbrina,
miosina, talina, ezrina, entre otras. Estas proteinas han sido detectadas justo
debajo de la bacteria, a lo largo de la estructura de tipo pedestal, la cual se
extiende 10 uym sobre la superficie apical de la membrana de la célula epitelial

(Fig. 1B) (Finlay et al., 1992; Goosney (b) et al., 2000; Celli et al. 2000).

Interacciones entre EPEC y la célula epitelial

Existen multiples pasos que caracterizan la histopatologia de las lesiones A/E.
Donnenberg et al. en 1997 propusieron tres pasos primordiales para el desarrollo
de las lesiones A/E, aunque Hicks et al. en 1998 propuso un cuarto paso que es la

formacién de microcolonias via BFP (Fig. 2).

El paso inicial es la adherencia localizada. Esta es inducida por el factor de
adherencia de EPEC (EAF) el cual es un plasmido que codifica para una fimbria
de tipo IV conocida como BFP (bundle-forming Pili) que es ensamblada por un
operon constituido por 14 genes que abarcan 11.5 kb conocidos como bfp (bfpA a
bfpL, bfpP y bfpU) (Sohel et al., 1996; Hwang et al., 2003). La fimbria BFP guia la
adherencia inicial de EPEC hacia la célula epitelial lo que provoca la formacion de

microcolonias en la zona apical del enterocito (Fig. 2A).

El segundo paso de la infeccidn implica un sistema proteico de secrecion tipo Il
(SSTIHI), el cual funciona como una jeringa molecular que transloca proteinas

efectoras dentro de las células hospederas (Fig. 2B) (Gal-Mor y Finlay, 2006). EL



SSTIII esta compuesto por alrededor de 20 proteinas diferentes, de las cuales, la

mayoria son localizadas en la parte interior de la membrana celular de la bacteria,

Intimina

Figura 2. Modelo esquematico de las etapas de infeccion por EPEC. (A) El contacto inicial se lleva a cabo mediante el flagelo y el
BFP. (B) Una vez adherida la bacteria a la célula epitelial, EPEC inyecta proteinas efectoras a la célula mediante el SSTIII, entre ellas
se encuentra Tir, la cual se inserta en la membrana de la célula hospedera exponiendo una region en el espacio extracelular. (C)
Intimina se une estrechamente a Tir y se induce el re-arreglo del citoesqueleto, favoreciendo la formacién del pedestal de actina, la
desaparicion de las microvellosidades y el deterioro de las uniones estrechas, provocando finalmente la lesién A/E. (D) Las bacterias
unidas intimamente interaccionan mediante el BFP con otras bacterias no unidas intimamente induciendo la formacién de
microcolonias.
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bacterias no unidas intimamente induciendo la formacién de microcolonias.

membrana celular del enterocito, como RhoA, Rac1 y Cdc42 (Fig. 3A) (Hueck,

1998; Celli et al., 2000).

El sistema de secrecion tipo |l asi como otras proteinas implicadas en las lesiones
A/E estan codificados a lo largo de una isla de patogenicidad cromosomal de 35
kb conocida como locus de esfacelamiento del enterocito (LEE). Hacker et al. en

1997, propusieron qué la adquisicion de nuevos genes por transferencia



horizontal, como también la transformacion con DNAs desnudos, la transduccion
con fagos, o la conjugacién de plasmidos o fragmentos de cromosoma, pueden
generar nuevos prototipos patogénicos estables que pueden ser heredados de
generacion en generacion, como son las islas de patogenicidad.

LEE contiene 41 marcos de lectura abierta y esta organizada en 5 operones
policistronicos (LEE1-LEES). Esta isla de patogenicidad codifica para las proteinas
translocadoras EspA, EspD y EspB, las cuales son parte del sistema de secrecion
tipo lll y son necesarias para translocar efectores dentro de la célula hospedera.
Asi también codifica para otras moléculas implicadas en la patogenicidad, como
son: la adhesina intimina, la cual es esencial para la union intima con Tir en la
membrana citoplasmatica de la célula hospedera, proteinas efectoras como EspF,
EspG, EspZ, EspH, Map y Tir que es el receptor de intimina, asi como proteinas
chaperonas como CesD para EspB y EspD, CesF para EspF, y CesT para Tir

(Gal-Mor y Finlay, 2006; Mills et al., 2008).

| Figura 3. Sistema de secrecion tipo Il (SSTIII). (A) Fotografia de microscopia electrénica donde se muestra la jeringa molecular del
| sistema de secrecion tipo Il (Sekiya et al. 2001). (B) Modelo esquematico del sistema de secrecion tipo Il donde se muestran las
. proteinas que lo conforman (Pallen et al. 2005).

Las proteinas translocadoras EspA, EspD y EspB son esenciales para la

estructuracion del aparato translocador (Fig. 3B). EspA se acumula en el



citoplasma y es secretada a través de la membrana bacteriana formando

apéndices filamentosos en la superficie de la bacteria.

EspB y EspD han sido relacionadas con YopB y YopD en Yersinia, las cuales
tienen la habilidad de lisar eritrocitos, lo que sugiere que estas proteinas funcionan
como componentes de la maquinaria del aparato tranlocador, formando un poro en
la membrana. Por lo tanto, la homologia de YopB y YopD con EspB y EspD
sugiere que estas Uultimas pueden funcionar como translocadores de otras
proteinas implicadas en la virulencia hacia la célula hospedera formando un poro
en la membrana del enterocito insertandose en ésta (Wachter et al., 1999; Clarke
et al., 2003). También se ha comprobado que la transfeccién de EspB en células
HelLa provoca cambios en la morfologia celular y la reorganizacion de las fibras de
estrés a tiempos muy largos, lo que sugiere que EspB puede también actuar como

una citotoxina (Taylor et al., 1999; Tacket et al., 2000).

Dentro de las proteinas efectoras, se encuentra EspG, EspH, EspZ, Map, Tir y
EspF. EspG esta implicada en la formaciéon de fibras de estrés de actina y en la
destruccion de la red de microtubulos debajo de donde la bacteria esta adherida,
asi como es capaz de interaccionar con tubulina y estimular la deshabilitacién de
los microtubulos. EspH localiza la membrana de la célula hospedera, donde
modula la estructura del cito esqueleto de actina, aunque su funcién exacta no ha
sido descrita. EspZ es el efector mas recientemente identificado, pero su
translocacién no ha sido todavia atribuida a ninguna funcién. Map (mitochondrion-

associated protein), tiene tres funciones distintas: la primera es interferir en la



habilidad de la célula para mantener el potencial de membrana de la mitocondria,
desarrollando la formacion de mitocondrias deformes, hinchadas y dafiadas. La
segunda funcion de Map es que, al inicio de la infeccion por EPEC, ésta es
responsable de la formacion de estructuras similares a filopodios en el sitio de
infeccidn de la bacteria, un proceso que depende de la pequefa proteina CdC42.
Y la tercera y ultima funcién es la de intervenir en la disrupcion de la barrera
intestinal y la alteracion de las uniones estrechas, lo que es independiente del
dafo a las mitocondrias. EspF es una proteina efectora rica en prolina, la cual
contiene tres prolinas repetidas en EPEC y cuatro en EHEC. Esta proteina ha
mostrado un rol muy importante en la disrupcién de la barrera intestinal,
interviniendo en la pérdida de la resistencia transmembranal, en el incremento en
la permeabilidad de la monocapa y por la redistribucion de la proteina ocludina, la
cual estd asociada a las uniones estrechas (Garmendia et al., 2005). Tir
(Transmembrane intimin receptor) es translocada en la membrana de la célula
hospedera, donde es fosforilada en dos residuos de serina (S434 y S463) y en el
residuo 474 de tirosina, lo que provoca la insercion de esta en la membrana
plasmatica del enterocito, sirviendo como receptor para intimina y llevando a cabo
la reestructuracion de actina del citoesqueleto en la estructura tipo pedestal

(McNamara et al., 2001).

El tercer paso a seguir en la infeccién es la unién intima y la formacion de la
estructura tipo pedestal (Fig. 2C). La caracteristica principal de la infeccion por
EPEC es su habilidad para unirse intimamente a la superficie de la célula epitelial.

Esta unién intima requiere de intimina en la membrana externa de la bacteria y su



propio receptor bacteriano, Tir, el cual habia sido catalogado como un receptor
(Hp90) de la membrana celular del hospedero (Rosenshine et al., 1996), hasta que
Kenny (a) et al. en 1997 demuestra la presencia de Tir en células preinfectadas, y
la ausencia de esta en células no infectadas.

La interacciéon Bacteria-Hospedero implica al gen eae, el cual codifica para
intimina. El gen eae esta localizado en LEE entre el gen sep y espA, aunque se
han identificado 21 variantes de eae que codifican para 21 diferentes tipos y
subtipos de intimina (a1, a2, B1, uR/B2B, &/p20, 0, v1, v2, C, €1, AR/e2, §, €1, €2, 1,
kRAR, 1, kB, AB, uB y v) (Adu-Bobie et al., 1998; Blanco et al., 2006). Intimina es
una proteina externa de membrana de 94 kDa que es necesaria para la unién

intima de la bacteria con la célula epitelial (Donnenberg et al., 1997).

Intimina es exportada por vias generales de secrecion hacia el periplasma, donde
se inserta en la parte externa de la membrana por mecanismos de autotransporte.
Esta proteina tiene dos regiones funcionales: una region N-terminal que esta muy
bien conservada entre las cepas de EPEC y EHEC, la cual se inserta en la parte
externa de la membrana formando una estructura de tipo B-barril. La segunda
estructura funcional es la regién correspondiente al C-terminal, la cual consta de
280 aminoacidos, y es variable, definiendo las diferencias entre intiminas. Este se
extiende desde la bacteria e interactua con algunos receptores en la membrana
plasmatica de la célula hospedera. Esta secuencia de 280 aminoacidos
comprende tres dominios globulares: dos dominios tipo inmunoglobulina (Adu-
Bobie et al., 1998) y una regién en el C-terminal con un dominio tipo lectina, de los

cuales, los dos dominios tipo inmunoglobulina contiene los receptores de union. La



interaccion de intimina con la célula hospedera estimula la produccidén de procesos
parecidos a los de las microvellosidades (Phillips et al., 2000), asi como influye en
el tropismo de tejido intestinal, y recientemente se ha demostrado que intimina es
esencial en el proceso de modificacion de las uniones estrechas por EPEC

(Garmendia et al., 2005).

En el lugar de contacto con la célula epitelial, EPEC transloca Tir via SSTIIl en la
membrana plasmatica de la célula epitelial, en donde es fosforilada en la tirosina
474 y actua como receptor para intimina (Kenny (b) et al. 1997; Kenny (c) et al.,
1999). Tir tiene dos dominios transmembranales y seis residuos de tirosina, todos
localizados en el C-terminal. Un modelo de pasador ha sido propuesto para Tir
cuando esta insertado en la membrana del hospedero, donde Tir usa sus dos
dominios transmembranales para atravesar la membrana del enterocito con sus
regiones N-y C-terminal localizados en la membrana celular del hospedero, donde
la region entre los dos dominios transmembranales forman una orquilla
extracelular. La interaccion Tir-intimina guia la union intima de EPEC a la célula
epitelial, lo que provoca la formacién del pedestal y la condensacién de actina, lo
que comprobd Kenny (a) et al. en 1997 utilizando una mutante EPECAtir, que

previno la formacion de lesiones A/E en células en cultivo.

Por otro lado, Tir no solo actia como receptor para intimina. Otro de los papeles
de Tir dentro de la infecciéon por EPEC es la sefalizacion dentro de la célula
epitelial. EI C-terminal de Tir, el cual es tirosin-fosforilado, queda expuesto hacia

las proteinas del citoesqueleto, inicialmente uniéndose directamente con el



dominio SH2 del adaptador proteico Nck (Gruenheid et al., 2001), y ésta a su vez,
utiliza su dominio SH3 para unirse a WIP (WASP-interacting protein), la cual
interactua con las proteinas integrantes de la familia relacionada al Sindrome de
Wiscott-Aldrich (WASP y N-WASP) distribuyéndose en la base del pedestal, las
cuales a su vez activan el complejo Arp2/3 (actin-related protein 2/3)
redistribuyéndolo a lo largo del pedestal, estimulando asi, la formacién de
conglomerados de actina y la polimerizaciéon de la misma en filamentos que se
organizan determinando el esfacelamiento de las microvellosidades y la formacién
de pedestales, los cuales mantienen a las bacterias adheridas y ligadas al
citoesqueleto (Kaper et al., 2004). En contraste, a—actina se une directamente al
N-terminal de Tir en una forma independiente a la fosforilacion del residuo 474 de
tirosina, de esta manera, es observada justo debajo del lugar de unién intima de

EPEC con la célula epitelial (Goosney (a) et al., 2000).

Efecto de la infeccion por EPEC en las uniones estrechas

La barrera intestinal esta principalmente formada por epitelio. Las membranas de
estas células epiteliales son las que constituyen principalmente esta barrera,
debido a que son impermeables a solutos hidrofilicos excepto cuando el transporte
especifico es requerido. Como sea, el espacio entre células adyacentes, el
espacio paracelular, no ayudaria a la barrera si no estuviera sellado por uniones
intercelulares, por esto, las uniones estrechas son criticas para poder realizar esta
funcion. Como paso limite en la velocidad del transito paracelular, la permeabilidad

de las uniones estrechas define la totalidad de la funcidon de esta barrera,



manteniendo asi, un epitelio intestinal intacto. De otro modo, la barrera intestinal
estaria severamente comprometida cuando las células epiteliales muriesen por
causa de Ulceras, lo que puede llevar a algun tipo de padecimiento
gastrointestinal, aunque mas alla de esto, el epitelio intestinal esta programado
genéticamente para recuperarse de este tipo de heridas y resellar la barrera en
cuestion de minutos después del dafio, y como se puede esperar, las uniones

estrechas representan un paso critico en este proceso (Turner, 2006).

Las uniones estrechas son estructuras proteicas macromoleculares localizadas en
las regiones mas apicales del complejo funcional en células tanto epiteliales como
endoteliales. Estas uniones cercan limites de difusién de lipidos y proteinas
integrales de membrana entre las membranas apicales y basolaterales, de esta
manera, establecen en parte la polaridad celular. Ademas, las uniones estrechas
estan compuestas de hebras circunferenciales, continuas e interconectadas cerca
del apice de la membrana lateral, donde estas interactuan con las hebras de las
células adyacentes, de tal manera que crean una barrera fisica que regula el
transporte paracelular de agua, iones, solutos y células inmunes (Muza-Moons et

al., 2004; Turner, 2006).

Muchas proteinas estan implicadas en la estructuracion de las uniones estrechas,
incluyendo a ocludina y a la familia de claudinas, las cuales han sido catalogadas
como componentes esenciales para la funcién de las uniones estrechas. Ocludina
es una proteina de 65 kDa, la cual fue la primera proteina integral de membrana

que fue identificada como componente de las uniones estrechas. Esta consiste de



cuatro largas regiones transmembranales con un pequefio y citoplasmatico N-
terminal, asi como de un largo C-terminal que es fosforilado en multiples sitios el
cual se extiende dentro del citoplasma celular. Esta proteina, aunque fue la
primera en ser caracterizada como componente crucial en las uniones estrechas,
también ha mostrado un papel crucial como componente de la barrera

electrofisiologica en las células epiteliales (Muza-Moons et al., 2004).

Las proteinas mas recientemente caracterizadas como componentes en las
uniones estrechas es la familia de las claudinas. Claudina es una proteina muy
pequefia, de apenas 22 kDa, la cual, al igual que ocludina, tiene cuatro regiones

muy largas y un N-y C-terminal citosélicos (Muza-Moons et al., 2004).

Se ha demostrado que un gran numero de proteinas se asocian con el C-terminal
citosolico de las proteinas transmembranales de las uniones estrechas, incluyendo
a la familia de proteinas periféricas ZO (zonula occludens), de las cuales ZO-1 ha
sido bien caracterizada como una estructura de unién entre el citoesqueleto y las
uniones estrechas. Se ha demostrado que ZO-1 interactua directamente con
actina utilizando su C-terminal, de igual manera, otras proteinas ZO y claudina via
PDZ (protein domain of ZO) en el N-terminal, y ocludina via un dominio parecido a
guanililkinasa. Estas interacciones facilitan la comunicacién de moléculas entre el
citoesqueleto de la célula y el complejo de las uniones estrechas (Muza-Moons et
al., 2004). La funcion de las uniones estrechas ha comenzado a relacionarse con
ciertas enfermedades como son la enfermedad de Crohn's (Sdderholm et al.,

2002), colitis ulcerativa y algunas infecciones causadas por bacterias.



Dentro de las bacterias que alteran la funcion de la barrera que proveen las
uniones estrechas se encuentra EPEC. Esta bacteria transloca ciertas proteinas
efectoras via SSTIII hacia la célula epitelial. Una de estas proteinas efectoras es
EspF (EPEC secreted protein F). EspF es una proteina efectora rica en prolina,
esta contiene tres prolinas repetidas en EPEC, cuatro en EHEC y cinco en C.
rodentium (Garmendia et al., 2005). Map y EspF estan envueltos en la disrupcion
de las funciones de la barrera intestinal de manera independiente, aunque, los dos
requieren de intimina en la superficie de la membrana de la célula epitelial para
realizar esta funcion. Un estudio de Nagai et al. en 2005 demuestra ciertas
funciones que se comparten entre Map y EspF. Como Map, EspF es dirigida hacia
las mitocondrias de la célula hospedera via su region N-terminal e interviene en la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial, de modo que esto induce la
liberacion de citocromo C el cual es una proteina toxica, asi como el rompimiento
de las caspasas 3 y 9, indicando que EspF juega un rol en la induccion de la

muerte mitocondrial.

Adicionalmente, EspF parece intervenir en la induccidn de muerte celular
provocada por EPEC, aparentemente via apoptosis (Crane et al., 2001). De otro
modo, a tiempos muy cortos pos-infeccion, EspF forma un complejo con
citoqueratina 18 y el adaptador proteico 14-3-3 (isoforma zeta), un complejo que
es desmantelado mas tarde. De este modo, la interaccién que tiene EspF con
estas proteinas demuestra el papel que tiene en la modulacion de la arquitectura

de la red de filamentos intermedios en células preinfectadas (Viswanathan et al.,



2004). Otra de las interacciones que tiene EspF con la célula epitelial fue
determinada por Shaw et al. en 2005, quien realizé un estudio in vitro utilizando
cultivos de células humanas, de tal manera se comprobd que EspF juega un rol
directo en la reestructuracion de las microvellosidades de las células epiteliales.
EspF también ha mostrado un rol importante en la disrupcion de la barrera
intestinal, interviniendo en la perdida de la resistencia transepitelial, por
incrementar la permeabilidad de la monocapa de entericitos y por la redistribucion

de la proteina asociada a las uniones estrechas ocludina (McNamara et al., 2001).

Accion de EspF en las lesiones A/E

Aun que EPEC causa lesiones A/E via SSTIIl, no todas las proteinas efectoras
que transloca hacia la célula epitelial son requeridas para realizar este tipo de
lesiones, tal es el caso de EspF. Esto fue comprobado por McNamara et al. en
2001. Estos autores utilizaron dos cepas de EPEC para infectar células epiteliales
T84, la cepa wild-type E2348/69 y la cepa UMD874 mutante en el gen espF,
obteniendo como resultado que de 192 bacterias wild-type, 95 (45%) fueron
capaces de producir lesiones A/E, y de 120 mutantes espF, 65 (53%) fueron
también capaces de producir lesiones A/E. De tal manera que este resultado

contrasta el hecho de que EspF no es esencial para producir lesiones A/E.

Sin embargo, Peralta et al. en 2008 utilizé la linea celular RK13 (Rabbit kidney
cells) y la cepa E22 de EPEC. Las células confluentes fueron infectadas durante 4

horas con E22 wild-type (wt), E22 + pespF, E22AespF y E22AespF + pespF para



después hacer estudios de inmunofluorescencia. La cepa E22AespF formd
pedestales considerablemente mas pequefios comparados con la cepa E22wt. La
cepa E22AespF + pespF, complementada con el gen de EspF, recupero la
capacidad de hacer pedestales de tamafo similar a E22wt. La infeccién por la
cepa E22 + pespF, la cual sobre expresa la proteina EspF, formé pedestales de

tamano considerablemente mayor con respecto a E22wt.

De esta manera se demostré que EspF no es esencial en la realizacion de la
lesion A/E y en la formacion del pedestal, sin embargo, si participa en el

crecimiento y la maduracion de esta estructura.

EspF induce la pérdida de la resistencia eléctrica transepitelial

Una de las causa de diarrea producida por EPEC es la perdida de la resistencia
eléctrica transmembranal (RET). Esto fue comprobado por McNamara et al. en
2001. Su metodologia fue infectar monocapas polarizadas de células T84 con
cepas de EPEC, donde la cepa E2348/69 wild-type (E23wt) provocd una
dramatica pérdida de la RET de las células epiteliales, mientras que las células
infectadas con la cepa mutante en espF UMD874 no mostraron una marcada
pérdida en la RET. Esto fue contrastado por medio de la infeccion de células T84
con dos cepas mutantes, una cepa UMD874 mutante en el gen escN implicado en
la realizacion del SSTIII, y una cepa mutante en el gen espA, de tal manera que

las células T84 no mostraron una marcada pérdida en la RET, esto debido a que



sin escN ni espA, EspF no puede ser translocada en la célula epitelial, y por

consecuencia, no puede alterar la RET.

Para comprobar que EspF participé en la pérdida de la RET, monocapas de
células T84 fueron infectadas con E23wt y con UMD874, para posteriormente
pasar un flujo de mannitol a través de las monocapas. EI mannitol es un
compuesto que se difunde exclusivamente por la via paracelular, de tal manera
que se puede medir el flujo de manitol con respecto a la perdida de la RET
provocada por la infeccion por EPEC. Las monocapas infectadas con E23wt
mostraron un aumento en el flujo de manitol de casi el doble con respecto a las

monocapas infectadas con UMD874.

El mismo resultado fue obtenido por Shifflett et al. en 2005 realizando ensayos in
vivo. Como modelo experimental, fueron usados ratones C57BL/6J, los cuales
fueron infectados con 2 x 10° bacterias de las cepas EPEC wild-type y
EPECAespF. Después de matar a los ratones un dia después de la infeccion, se
extrajeron secciones del ileon y colon, las cuales fueron montados en camaras de
Ussing midiendo sus parametros electrofisiolégico. Esto confirmé que EPEC wild-
type redujo significativamente la RET del ileon y del colon. En contraste, las

células infectadas con EPECAespF, no mostraron la reduccion de RET.

En otro trabajo que respalda esta hipotesis se utilizaron las lineas celulares RK13
(Rabbit kidney cells) y MDCK (Madin-Darby canine kidney cells) en infecciéon con

la cepa E22. Las células confluentes fueron infectadas con E22 wild-type (wt), E22



+ pespF, E22AespF, E22AespF + pespF, y se midid la RET. A las 6 horas de
infeccion por E22 wt, la monocapa tuvo una pérdida de un 60 % en la RET, en
contraste, la cepa E22AespF presentd una pérdida de un 10% a 6 horas de
infeccion. La cepa E22AespF + pespF presentdé un comportamiento similar a la
cepa wt, mientras que la cepa E22 + pespF, la cual sobre expres6 EspF, tuvo una
pérdida de hasta un 80% en la TER. Esto se realiz6 en las dos lineas celulares

antes mencionadas obteniendo resultados similares (Peralta et al. 2008).

De este modo, se reafirma que EspF es una proteina efectora la cual interviene en

la pérdida de la resistencia eléctrica transepitelial.

Redistribucién de las proteinas asociadas a uniones estrechas provocada
por EspF

Estudios recientes han demostrado que la arquitectura de las uniones estrechas
sufre alteraciones debido a la infeccién por EPEC. Muza-Moons et al. en 2004
utilizd microscopia de inmunofluorescencia para comprobar esta accién sobre una
monocapa confluente de células T84, las cuales fueron infectadas con EPEC para
posteriormente tefirlas con anticuerpos especificos para proteinas de uniones
estrechas. Esto demostré que ocludina, claudina-1 y ZO-1 fueron detectadas en
regiones discretas en la region apical de la membrana lateral de células no
infectadas. Después de 6 horas de la infeccidn, ocludina fue observada a lo largo
de la membrana lateral, pero también fue detectada en el citoplasma. La

distribucion de claudina-1 fue similarmente alterada, pero en menor grado. Por



ultimo, la localizacién de ZO-1 en la célula fue de igual manera afectada, pero
menos dramaticamente que ocludina. Para reafirmar el resultado anterior, se
utilizé una mutante EPECAespF. Después de 6 horas de infeccion con
EPECAespF, las tres proteinas de uniones estrechas, ocludina, claudina-1y ZO-1

fueron todavia situadas apicalmente como en células no infectadas.

En otro trabajo que apoya la redistribucion de proteinas asociadas a uniones
estrechas por accion de EspF se utilizaron monocapas de células RK13 en
infeccion con EPEC (E22wt) y ensayos de inmunofluorescencia. La infeccién por
E22wt provocdé la redistribucion de proteinas asociadas a uniones estrechas ZO1,
Z02, claudinal y ocludina, las cuales fueron detectadas justo debajo de las
bacterias, en la estructura tipo pedestal. Sin embargo, la infecciéon por E22AespF
no provoco la redistribucion de ZO1, Z02, claudina 1 ni ocludina de las uniones

estrechas hacia la estructura tipo pedestal (Peralta et al. 2008).

Para corroborar los resultados anteriores se utilizaron estudios de co-
inmunoprecipitacion y Western blot. Se infectaron monocapas confluentes de
células RK13 con E22wt a diferentes tiempos (0, 1, 1.5, 2, 2.5 y 3 horas). Pasando
estos tiempos, las células fueron lisadas y fraccionadas en proteinas
citoplasmaticas y proteinas membranales. Se inmunoprecipitdé EspF y las
proteinas que interactuaron con ella en los diferentes tiempos de infeccién de las
fracciones. Las muestras fueron corridas en SDS-PAGE vy transferidas a
membranas de nitrocelulosa para estudios de Westerblot. En este analisis se

detectd6 que EspF interactu6 con ZO1 y ZO2, sin embargo, no se detecto



interaccion con claudina 1 ni ocludina. También se detectd la interaccion de EspF

con N-WASP, Arp2/3, profilina y actina.

Los resultados de ambos grupos de trabajo proponen que EspF interviene en la
redistribucién de las proteinas ZO1, ZO2, claudina 1 y ocludina, de las uniones
estrechas hacia la estructura tipo pedestal. Las proteinas ZO1 y ZO2 mostraron
tener interaccién con EspF en estudios de co-inmunoprecipitacion y Western blot,
mientras que claudina 1 y ocludina no mostraron la misma interaccién. Sin
embargo la distribucién de claudina 1 y ocludina fueron afectadas de igual manera

que ZO1y Z02.

EspF interacciona con proteinas relacionadas a mecanismos de endocitosis

mediada por clatrina

La remodelacion de la membrana durante fendmenos de endocitosis requiere la
coordinacion de algunos fosfolipidos, asi como proteinas moduladoras del
citoesqueleto de actina. Estudios recientes han demostrado que EspF interacciona
con proteinas implicadas en la polimerizacion y despolimerizacién del
citoesqueleto de actina, como son N-WASP, Arp2/3 y profilina (Peralta et al. 2008),
lo que sugiere que EspF modula el citoesqueleto de actina para llevar a cabo
alguna accion desconocida hasta ahora. Relacionado a lo anterior, un estudio de
Alto et al. en 2007 reporta la interaccion de EspF con las proteinas SNX9 (sorting
nexin 9) y N-WASP (neuronal Wiskott Aldrich syndrome proteina), proteinas

implicadas en la endocitosis mediada por vesiculas recubiertas por clatina y en la



modulacién del citoesqueleto de actina respectivamente. Este grupo de trabajo
realizé busquedas en base de datos donde comparé la secuencia de aminoacidos
de ortologos de EspF y de EspFu/TccP de EHEC. Estas busquedas dieron como
resultado la ubicacion de dominios putativos de union a SNX9 y a N-WASP en la

secuencia de los ortélogos de EspF y EspFu/TccP.

Para comprobar la existencia de la interaccion EspF-SNX9, los autores
construyeron una proteina EspF recombinante unida a glutation S transferasa
(GST) para hacer ensayos de pull-down y Western blot. La interaccion de GST-
EspF y SNX9 fue detectada en el Western blot. Para reafirmar esta interaccion,
ellos utilizaron estudios de microscopia de fluorescencia, donde se utilizaron
células Hel a las cuales expresaban o co-expresaban EspF unida a proteina verde
fluorescente y SNX9 unida a mCherry. Las células que expresaban sélo SNX9
demostraron un patréon de distribucidn normal de SNX9, detectando a esta
proteina en vesiculas recubiertas por clatrina en la superficie de las células, asi
como acumulada en regiones perinucleares cerca del aparato de Golgi. La co-
expresion de GFP-EspF y mCherry-SNX9 provocé la redistribucion de SNX9 de
las vesiculas recubiertas por clatrina y regiones perinucleares a estructuras
tubulares parecidas a gusanos las cuales fueron detectadas cerca de la periferia
celular. EspF y SNX9 co-localizaron en estas estructuras tipo gusano, lo que
sugiere que la redistribucion de SNX9 esta directamente asociada a la unién con

EspF.



Para determinar la interaccion de EspF con N-WASP, los autores realizaron
estudios de co-inmunoprecipitacion, Western blot y microscopia de fluorescencia.
Se usaron células HEK293A las cuales expresaban o co-expresaban EspF unida a
GFP y N-WASP unida a un motivo V5. Las células fueron lisadas y se co-
inmunoprecipitd con anti-GFP. Las proteinas fueron corridas en un gel de
poliacrilamida y transferidas a una membrana de nitrocelulosa para estudios de
Western blot, en donde se demostré la interaccion de EspF con N-WASP. Para ver
esta interaccion in vivo, se utilizaron las células que co-expresaban GFP-EspF y
V5-N-WASP. En las células que solo expresaban V5-N-WASP, N-WASP fue
detectada so6lo en el citolplasma, mientras que en las células que co-expresaban
GFP-EspF y V5-N-WASP, N-WASP fue detectado en estructuras tubulares cerca

de la membrana celular.

Las células que co-expresaban GFP-EspF y mCherry-SNX9 o GFP-EspF y V5-N-
WAGSP fueron tenidas con faloidina acoplada a rodamina para detectar las fibras
de actina. Esta ultima fue detectada en estructuras tubulares cerca de la
membrana celular, las cuales co-localizaron con SNX9 o N-WASP en células que

expresaban también GFP-EspF.

Ya que SNX9 y N-WASP han sido implicadas en fendbmenos de endocitosis
mediada por vesiculas recubiertas por clatrina, la interaccién de EspF con SNX9 y
N-WASP propiciaba a que EspF podia estar induciendo la endocitosis de
vesiculas recubiertas por clatrina. Para comprobar esta hipétesis, ellos realizaron

estudios de TIR-FM (Total internal reflection-fluorescence microscopy), una



técnica que permite visualizar proteinas acopladas a proteinas fluorescentes a 100
nm de la membrana celular. Se utilizaron células Swiss-3T3, las cuales co-
expresaban EspF fusionada a GFP, asi como también la cadena pesada de
clatrina fusionada a Ds-Red, un marcador para las vesiculas recubiertas por
clatrina. Se tomaron varios videos de 10 a 12 minutos cada uno, donde se mostro
la dinamica de EspF en las células vivas. EspF se fue acumulando poco a poco en
parches justo en la superficie de la membrana celular. Interesantemente, EspF co-
localiz6 parcialmente con clatrina en 357 de 388 eventos (92%) sin que se

afectara la dinamica normal de clatrina dentro de la célula.

Todos estos datos demuestran que la infeccion de células epiteliales por EPEC
induce la redistribucion de las proteinas de las uniones estrechas, de la parte mas
apical de las células, a la estructura tipo pedestal, proceso que es dependiente de
EspF. Este proceso implica el uso de un transporte vesicular, ya sea por vesiculas
recubiertas por clatrina o caveolina. Este cambio esta correlacionado con el
incremento de la permeabilidad paracelular y el descenso en la resistencia

eléctrica transepitelial.



Justificacion

EspF es una proteina secretada por E. coli enteropatéogena (EPEC), la cual es una
bacteria responsable de diarrea acuosa en nifios. La proteina EspF es
dependiente de las proteinas implicadas en la estructuraciéon del sistema de
secrecion tipo 1l como son EspA, EspD y EspB, ya que sin esta estructura, EspF
no puede ser translocada dentro de la célula epitelial. Esta proteina esta
involucrada en la disrupcion de las funciones de la barrera intestinal, en la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial, asi como también en la induccién
de muerte celular provocada por via apoptosis. Recientes estudios demuestran
gue EspF también esta involucrada en la disrupcion de las uniones estrechas, asi
como en la redistribucion de las proteinas ocludina, claudina-1 y ZO-1, las cuales
estan involucradas en la estructuracion de las uniones estrechas. Debido a que la
interaccién entre EspF y las proteinas asociadas a uniones estrechas no esta
totalmente definida, el estudio esta enfocado a determinar la interaccion de EspF
con estas proteinas, asi como conocer el mecanismo por el cual estas proteinas

se redistribuyen en las células epiteliales.

Objetivos

Objetivo general

- Encontrar la via por la que EspF de E. coli enteropatégena (EPEC) induce

la endocitosis de las proteinas asociadas a uniones estrechas.



Objetivos Especificos

e Determinar si EspF interacciona con vesiculas cubiertas de clatrina o

caveolina para producir fenémenos de endocitosis.

e Determinar si la infeccion por EPEC induce la endocitosis de proteinas

de las uniones estrechas (i.e. ocludina o claudina) mediada por clatrina.



Estrategia experimental

Cultivos celulares y bacterias

En este estudio se utilizo la linea celular RK13 (Rabbit Kidney Cells, CCL-
37;ATCC), la cual fue crecida en una incubadora para células a 37°C con 5% de
CO;, utilizando medio minimo esencial (MEM: GIBCO, 61100-053) enriquecido con
2 mM de L-glutamina,1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 1 mM de piruvato de sodio
(GIBCO, 890-1840IL), 0.1 mM de aminoacidos no esenciales (GIBCO, 11140-
050), 10% de suero fetal bovino (PAA, A15-751), 10,000 unidades/ml de penicilina
(GIBCO, 15140-122) y 10,000 pg/ml estreptomicina (GIBCO, 15140-122) para
evitar contaminacion. Las células fueron propagadas en cajas para cultivo celular
de 100 mm? (Corning, 430167) después de haber sido despegadas con una
solucién conteniendo 0.25% de Tripsina (Sigma, T8642), 0.53 mM de EDTA y
amortiguador salino de fosfatos (PBS; pH 7.4). Para ser usadas en los ensayos de
infeccion, las células RK13 sub-confluentes fueron resuspendidas en la solucién
de Tripsina-EDTA y sembradas en placas de ocho pozos (LAB-TEK, 177402) o

cajas para cultivo celular permitiendo un crecimiento del 95% de confluencia.

Se utilizaron las cepas EPEC E22 wild-type (E22wt) y la cepa EPECAespF. La
cepa E22wt fue crecida en medio Luria-Bertani (LB) en una incubadora para
bacterias (THELCO, QA3116) a 37°C toda la noche (16 horas). La cepa
EPECAespF fue crecida en medio Luria-Bertani con 35 pg/ml de kanamicina

(BRISTOL, 3503-33) (LBK) en una incubadora para bacterias a 37°C toda la noche



(16 horas). Después de este periodo de tiempo las cepas fueron usadas en los

experimentos de infeccion.

Ensayo de infeccién

La infeccién por EPEC esta asociada a la secrecion de factores especificos los
cuales son expresados cuando la bacteria alcanza la fase logaritmica de
crecimiento en condiciones homologas a las encontradas en el intestino, como lo
son el pH y la osmolaridad (Kenny et al., 1997a; Rosenshine et al., 1996). Estas

condiciones las reune el medio de cultivo celular.

Los cultivos bacterianos crecidos toda la noche en LB o LBK fueron diluidos (1:25)
en MEM libre de suero fetal bovino y antibiéticos e incubados a 37°C en agitacién
(180 x g) durante 1.5 horas para aumentar la poblacion de bacterias. Después los
cultivos fueron incubados 1.5 horas a 37°C en fase estatica para inducir la
secrecion de factores de virulencia, esto para obtener una densidad 6ptica (ODsggo)
de 0.8 en la fase logaritmica de crecimiento con lo que se obtienen
aproximadamente 2 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/ml de los

cultivos activados.

Las células RK13 fueron sembradas en placas de ocho pozos. Cuando las células
alcanzaron una confluencia del 95%, el medio fue aspirado y se adicion6 MEM
libre de suero fetal bovino y antibiéticos para llevar a cabo la infeccion. Las células

fueron infectadas con los cultivos bacterianos activados a una multiplicidad de



infeccion de 100 (MOl 100) y se mantuvieron asi durante 1 hora en una
incubadora (Barnstead International, MaxQ 4000) a 37°C con una atmosfera de
5% de CO,. Después de esto, el medio fue aspirado y las bacterias no adheridas
fueron removidas con un lavado suave usando medio libre de suplementos. La
monocapa fue cubierta con medio, permitiendo que las bacterias adheridas

infectaran las células durante los tiempos indicados.

Inmunofluorescencia

Para determinar la interaccion de EspF con proteinas asociadas a uniones
estrechas (PAUE) y la redistribucion de estas por vesiculas recubiertas por
clatrina, nosotros realizamos estudios de Inmunofluorescencia. Las células RK13
se pasaron a placas de 8 pozos con medio MEM y se dejaron en incubacion hasta
lograr una confluencia de 95%. Ya listas las placas con células, se inoculé una
alicuota de una cepa bacteriana activada en MEM en cada uno de los pozos
respectivamente. Finalmente se dejaron en infeccion durante tres tiempos

diferentes (1, 2, y 3 horas).

Pasados cada uno de los tiempos, la placa con células se dejo reposar por 5
minutos en hielo para detener el trafico vesicular y la posible endocitosis de PAUE
por el estrés debido al procesamiento de las células. Transcurrido este tiempo, se
agrego6 a cada uno de los pozos 120 pl de paraformaldehido (Electron Microscopy
Sciences, 15710) al 3.7% y se dejaron reposar durante 20 min. Posteriormente se

lavaron los pozos con PBS frio siete veces para eliminar el formaldehido de la



muestra. Ya lavadas las células, estas fueron permeabilizadas utilizando 120
pl/pozo de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, 6517) al 0.1% durante 10 minutos.
Finalmente, los sitios no especificos de unién fueron bloqueados utilizando 120 pl
de albumina bovina (Research Organics, Inc, 1329A) al 1% (todos los reactivos

anteriores fueron diluidos en PBS).

Las células fueron incubadas durante 3 hora a temperatura ambiente con
anticuerpo monoclonal anti-EspF hecho en raton (un regalo de Michael
Donnenberg, Departamento de Microbiologia e Inmunoldgia, Universidad de
Maryland, Baltimore, E. U. A.) a una dilucidén 1:50, anticuerpos policlonales anti-
ocludina hecho en conejo (invitrogen, 71-1500) a una dilucién 1:30, anti-claudina-1
hecho en conejo (Zymed Laboratories, Inc, 51-9000) a una dilucién 1:20 y anti-
clatrina hecho en cabra (Santa Cruz Biotechnology, sc-6579) a una dilucion 1:200.
Transcurrido este tiempo, se lavaron las células con PBS frio siete veces para
eliminar los anticuerpos que no se unieron. Posteriormente las células fueron
incubadas 1 hora con anticuerpos secundarios acoplados a rodamina (TRITC),
cianina (Cy5), fluoresceina (FITC) (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc) y
30 minutos con faloidina acoplada a rodamina 1:120 (Invitrogen, Inc, R415) para
tenir las fibras del citoesqueleto de actina. Posteriormente las células fueron
lavadas de nuevo 7 veces con PBS frio y secadas en ausencia de luz a

temperatura ambiente durante 1 hora.

Las muestras fueron montadas con vectashield (Vector Laboratories, Inc, H1000) y

analizadas en un microscopio confocal invertido Leica TCS-P2 usando un objetivo



apocromatico 100 x de inmersion en aceite. Se hicieron de 10 a 18 secciones
consecutivas por muestra en el plano del eje Z. Los fluoréforos acoplados a los
anticuerpos secundarios o a faloidina fueron excitados a diferentes longitudes de
onda: rodamina a 560 nm, cianina a 650 nm y fluoresceina a 495 nm. Las
imagenes obtenidas fueron agrupadas, proyectadas con el software Leica Lite.
Para determinar los patrones de co-localizaciéon entre proteinas, las imagenes
fueron procesadas utilizando el software libre Imaged 1.6.0_12, el cual nos
proporcion6 datos de coeficiente de correlacion de Pearson (r). Estos datos fueron

procesados y graficados utilizando en software SigmaPlot 8.0.

Fraccionamiento celular

Monocapas confluentes de células RK13 fueron infectadas con la cepa E22wt o
con la cepa EPECAespF (MOI 100) por 1, 2, y 3 horas. Las monocapas infectadas
y no infectadas fueron lavadas con PBS frio, y las células fueron removidas con
una espatula de plastico y lisadas mediante la incubacién con amortiguador RIPA
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, 1% de NP-40, 0.5% de desoxicolato de sodio,
ortovanadato de sodio 1 mM, fenilmetilsulfonil fluorido 1 mM e inhibidores de
proteasas) por 30 minutos a 4°C. El extracto celular fue centrifugado a 12209 x g
por 15 minutos y el sobrenadante conteniendo los componentes citoplasmaticos
solubles fue removido y almacenado en hielo. Subsecuentemente, la pastilla
celular fue lavada con PBS frio durante tres veces, y fue resuspendida en
amortiguador (HEPES 5 mM, 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-

propanesulfonate (CHAPS) 5 mM, ditiotreitol 5 mM y NaCl 150 mM, a pH7.5) y



centrifugada de nuevo a 12209 x g 15 minutos. La fraccion membranal soluble en

CHAPS fue removida y almacenada en hielo.

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Esta técnica se realizdé en una microplaca de cultivo de 96 pozos. Lo primero que
obtuvimos fue una curva patron de albumina sérica bovina (BSA) 1 pg/ul en
amortiguador de fosfatos salinos (PBS), esta curva se realiz6 para cada lote de
reactivo de Bradford. Para realizar la curva se colocaron en el primer pozo 10 ul de
BSA y 310 pl de PBS para tener un volumen final de 320 pl. A partir de los pozos
(2 al 6) se colocaron 160 ul de PBS y se realizaron diluciones dobles seriadas a
partir del primer pozo hasta el sexto pozo, teniendo un volumen final de 160 pl en
cada uno de los 6 pozos con una concentracion de: 5, 2.5, 1.25, 0.312 y 0.156 ug
de BSA. El séptimo pozo fue utilizado como blanco al cual sélo se agregé 160 ul
de PBS. Todo esto se realizé por triplicado. A cada pozo se le agregaron 40 ul de
solucion de Bradford 5x (azul de Coomassie G-250, etanol absoluto, acido
ortofosférico 85% y agua) y se incubaron a temperatura ambiente por 5 min.
Entonces, se leyd la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas de ELISA
(BioRad Laboratories, Richmond, CA, modelo 550), con los datos que obtuvimos
construimos una grafica estandar de absorbancia-concentracion mediante
regresion lineal, asi como una hoja de calculo electrénico en el software Excel

Microsoft®.

Para determinar la concentracion de proteina de las muestras problema, se

colocaron de 3 6 6 pl de las fracciones celulares y se llevaron a un volumen final



de 160 ul de PBS, se adicionaron 40 pl del reactivo de Bradford 5x y se determino
la lectura como se describié anteriormente. Esta lectura fue procesada con nuestra
curva estandar, por medio de la hoja de calculo, para finalmente obtener la

concentracion real de nuestra muestra (Bradford, 1976).

Inmunoprecipitacion

La interaccion de EspF con clatrina y PAUE no ha sido totalmente descrita.
Nosotros utilizamos estudios de inmunoprecipitacion para determinar si EspF
interactua directamente con clatrina y PAUE. Segun la cuantificacion en ug de
proteina con el método de Bradford, se utilizaron de manera igualitaria 300 ug de
todas las muestras del fraccionamiento celular (fraccion citoplasmatica y fraccion
membranal) y 6 ug de anticuerpo anti-clatrina hecho en cabra para el ensayo de
inmunoprecipitacion. Las fracciones se dejaron en interaccion con el anticuerpo
anti-clatrina toda la noche en agitacién suave a 4°C. Posterior a este tiempo, se
agregaron a cada una de las muestras 30 ul de proteina A acoplada a perlas de
agarosa (Roche, 11134515001) y se dejaron en interaccion durante 3 horas a 4°C.
Las muestras fueron centrifugadas a 12209 x g durante un minuto a 4°C en una
centrifuga (Hettich, Zentrifugen, modelo Universal 32R) para precipitar el complejo
proteina-anticuerpo-agarosa. Las perlas fueron lavadas con 1 ml de amortiguador
RIPA y centrifugadas a 12209 x g durante 1 minuto a 4°C, repitiendo este paso
dos veces mas. Las muestras fueron resuspendidas en amortiguador de muestra
con 5% de B-mercaptoetanol y calentadas a ebullicion durante 10 minutos para

posteriormente ser utilizadas para analisis de SDS-PAGE o Western blot.



Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas fueron analizadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
12% con SDS (en condiciones reductoras). A las proteinas se les agrego
amortiguador de muestra con 5% de B-mercaptoetanol y se calentaron a ebullicién
durante 10 minutos. Las muestras fueron corridas a voltaje constante, el cual inicio
a 100V para atravesar el gel concentrador durante 10 min y posteriormente
aumentamos a 120V durante 1.5 horas para separar a las proteinas. Después de
la electroforesis, los geles fueron transferidos a membrana de nitrocelulosa para
su analisis por Western-blot o fueron tefiidos con colorante de Fairbanks durante
10 minutos. Al término de la tincidn, se retird el colorante y los geles fueron
lavados con agua destilada para eliminar el exceso de colorante, posteriormente
se destifieron con una solucion de metanol, acido acético y agua hasta que se

observaron claramente a las banda de proteinas (Laemmli, 1970).

Western-blots

Las proteinas corridas en SDS-PAGE al 12% fueron transferidas a membrana de
nitrocelulosa (BioRad Laboratories, 1620115) de la siguiente manera. En la
camara de transferencia se puso en contacto la membrana de nitrocelulosa con el
gel de poliacrilamida y las proteinas fueron transferidas durante 90 minutos a 300
mA a 4°C. Las membranas se retiraron de la camara y se bloquearon a
temperatura ambiente durante 1 hora en 5% de leche descremada disuelta en
PBS con Tween 100 (0.1%) (PBS-T). Posteriormente se agregdé el primer

anticuerpo diluido en PBS-T con 5% de leche descremada y se incubd a 4°C toda



la noche. Al finalizar, la membrana fue lavada con PBS-T durante 5 ciclos de 20
minutos y se le agrego el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa diluido en
PBS-T con 5% de leche descremada, el cual fue incubado a temperatura ambiente
durante 2 horas. Al término, la membrana fue lavada como se menciono
anteriormente. La deteccion de las proteinas se llevd a cabo utilizando el reactivo
ECL (Amersham Bioscience, RPN2190.) y poniendo en contacto a la membrana
tratada con ECL con peliculas Biomax (Kodak, 6040331) durante el tiempo
requerido, el revelado se llevd a cabo con revelador (Kodak, 1900943) y fijador
(Kodak, 1901859) en condiciones ausentes de luz blanca. Las bandas obtenidas
fueron sometidas a estudios de densitometria usando el software libre ImageJ
1.6.0_12. Los datos obtenidos fueron procesados y graficados usando el software

SigmaPlot 8.0.



Resultados

Translocacién de EspF de EPEC E22wt en células RK13

Para conocer el patron de translocacion de EspF por las cepas EPECwt y EPECAespF
en células RK13, nosotros utilizamos monocapas confluentes no infectadas (cero
horas) e infectadas (1, 2 y 3 horas). Las monocapas fueron lavadas con PBS y lisadas
con amortiguador RIPA para posteriormente realizar la extraccion proteica. Las
proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE vy transferidas a membranas de

nitrocelulosa para utilizarlas en estudios de Westernblot.

EspF fue detectada utilizando anticuerpo primario anti-EspF hecho en raton y
anticuerpo secundario anti-raton acoplado a peroxidasa de rabano. Se utilizé como
control de carga la deteccidén actina, mediante el uso de un anticuerpo primario anti-

actina hecho en ratén y un anticuerpo secundario anti-raton acoplado a peroxidasa de

rabano.
A Proteina total (wt) B Proteina total (A)
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Figura 4. Presencia y ausencia de EspF en células RK13 infectadas con EPEC wt y EPECAespF respectivamente. Monocapas
de células RK13 fueron infectadas con EPECwt y EPECAespF (MOI=100) a los tiempos indicados. Las células fueron lavadas con
PBS vy lisadas con amortiguador RIPA para posteriormente llevar a cabo la extraccion proteica. Las proteinas fueron separadas por
medio de SDS-PAGE vy transferidas a membranas de nitrocelulosa para ser sometidas a estudios de Western blot utilizando
anticuerpos anti-EspF y anti-actina (control de carga). (A) Western blot correspondiente a las monocapas infectadas con EPECwt a
los tiempos indicados. Se uso como control negativo (3 A) una muestra proveniente de las monocapas infectadas durante tres horas
con EPECAespF (B) Westernblot correspondiente a las monocapas infectadas con EPECAespF a los tiempos indicados. Se uso
como control positivo (3wt) una muestra proveniente de las monocapas infectadas con EPECwit.

tiemposindicados. Se uso como control po'siti\‘/o'un amuestra proveﬁiente delasmo nocapaé infectadas con EPECwt.



En las muestras provenientes de las monocapas infectadas con EPECwt, EspF fue
detectada a una hora de infeccidon, con un aumento progresivo en su concentracion
conforme el tiempo de infeccion aumentaba (Fig. 4 A). De manera contraria, EspF no
fue detectada en las muestras provenientes de las monocapas infectadas con
EPECAespF en ningun tiempo de infeccidén (Fig. 4 B). Estos datos muestran tanto la
viabilidad del anticuerpo anti-EspF como la capacidad de EPECwt y EPECAespF de

translocar o no EspF en las células RK13.

EspF no interacciona con clatrina en ensayos de inmunofluorescencia

Para conocer si EspF interacciona con clatrina en ensayos de infeccidon in vitro,
nosotros usamos monocapas de células RK13 sin infectar (cero horas) e infectadas (1,
2 y 3 horas) con EPECwt. Pasados estos tiempos, las células fueron fijadas,
permeabilizadas e inmunotefidas. EspF fue detectada utilizando un anticuerpo anti-
EspF hecho en ratén y un anticuerpo secundario anti-raton acoplado a TRITC. Clatrina
fue detectada utilizando un anticuerpo primario anti-clatrina hecho en cabra y un
anticuerpo secundario anti-cabra acoplado a FITC. Posteriormente las muestras fueron

montadas para realizar las secciones en el plano del eje Z en el microscopio confocal.

En monocapas no infectadas no se detectd EspF dentro de las células (Fig. 5 A-D). En
monocapas infectadas con EPECwt durante 1 hora, EspF fue detectada en pequefias
cantidades dentro de las células epiteliales (Fig. 5 E-H). Conforme fue aumentando el
tiempo de infeccion a dos (Fig. 5 I-L) y tres horas (Fig. 5 M-O) se detectd6 EspF en

mayores cantidades dentro del
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Figura 5. EspF de EPEC y clatrina no interaccionan durante la infeccion en células RK13. Monocapas de células RK13 fueron
infectadas con EPECwt (MOI=100) a los tiempos indicados. Las células fueron fijadas, permeabilizadas e inmunotefiidas con anti-
clatrina y anti-EspF. Las muestras fueron observadas en un microscopio confocal, y las imagenes fueron procesadas y analizadas
con los software Leica Lite e Imaged 1.6.0_12 respectivamente. (A-D) Células sin infeccion. (E-H) Células infectadas durante una
hora. (I-L) Células infectadas durante dos horas. (M-O) Células infectadas durante tres horas. (D, H, L y O) Mascaras de deteccién de
co-localizacion obtenidas con el software ImagedJ. Debajo de cada imagen se encuentra el aumento de un campo determinado de las
células.



citoplasma de las células hospederas. Sin embargo, en ninguno de los tiempos de
infeccion fue detectada co-localizacion entre EspF y clatrina, lo que indica que EspF
podria estar interviniendo indirectamente en procesos relacionados a endocitosis

mediada por vesiculas recubiertas por clatrina sin realizar ninguna interaccion con ella.

La infeccion de células RK13 por EPECwt induce la endocitosis de ocludina
mediada por vesiculas recubiertas por clatrina en ensayos de
inmunofluorescencia

Para determinar si la infeccion de EPECwt induce la redistribucién de la proteina de
uniones estrechas ocludina mediante la endocitosis de vesiculas recubiertas por
clatrina, nosotros utilizamos estudios de inmunofluorescencia. Se usaron monocapas al
95% de confluencia de células RK13 no infectadas (0 horas) e infectadas durante
diferentes tiempos (1, 2 y 3 horas) con EPECwt. Las células fueron fijadas,
permeabilizadas, tefidas e inmunotenidas. El citoesqueleto de actina fue tefiido
utilizando rodamina acoplada a TRITC. Ocludina fue detectada utilizando un anticuerpo
anti-ocludina hecho en conejo y un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a
TRITC; cabe mencionar que por la naturaleza policlonal del anticuerpo anti-ocludina,
este reconocié inespecificamente el nucleo de las células RK13. Clatrina fue detectada
utilizando un anticuerpo anti-clatrina hecho en cabra y un anticuerpo secundario anti-
cabra acoplado a Cy5. Posteriormente las muestras fueron montadas para ser

observadas en el microscopio confocal.

En monocapas no infectadas (cero horas), ocludina se detectd intacta en la regidn

correspondiente a las uniones estrechas (Fig. 6 A). Por su intervencion en el transporte



de otras proteinas del lugar de sintesis a otros lugares de la célula, las vesiculas de
clatrina se detectaron en mayor cantidad en regiones perinucleares, probablemente en
aparato de Golgi, y en menor cantidad en regiones citoplasmaticas cercanas a la
periferia de la célula (Fig. 6 B). El citoesqueleto de actina fue observado intacto, con
sus caracteristicas fibras de estrés, ademas de que el patron de distribucion del
citoplasma fue extendido y relajado (Fig. 6C). Interesantemente, se detectdé poca
actividad de las vesiculas de clatrina en las uniones estrechas, ademas de que la
mayoria de las vesiculas detectadas en esta area no co-localizaron con ocludina, ni en
las uniones estrechas, ni en el citoplasma (Fig. 6 D y E). Este dato probablemente
indica que en las células no infectadas, no hay una intervencién activa de clatrina en el

transporte o endocitosis de ocludina.

En las monocapas infectadas durante una hora, ocludina aun se mantuvo en el area
correspondiente a las uniones estrechas, sin embargo, se detectaron pequefios puntos
de ocludina en regiones citoplasmaticas cercanas a la periferia de la célula (Fig. 6 F).
Clatrina tuvo mayor actividad en regiones cercanas a la periferia de la membrana
celular y en el area correspondiente a las uniones estrechas, sin embargo, se siguio
detectando en mayor concentracidén en regiones perinucleares (Fig. 6 G). El
citoesqueleto de actina se detectd casi integro, sin embargo se detectaron pequefios
cumulos de actina en la parte apical de la célula, lo que indica la formacion de
pedestales inmaduros y el inicio de la lesién A/E (Fig. 6 H). Cabe mencionar que se
detecté un aumento en la cantidad de vesiculas que co-localizaron con ocludina en las

regiones cercanas a la periferia de la membrana celular, lo que indica que a una hora



de infeccidn se comienza a dar el fendmeno de endocitosis de ocludina mediada por

vesiculas de clatrina (Fig. 6 | y J).

A dos horas de infeccidn, ocludina se detectd difusa en las uniones estrechas y se
comenzd a ver en grandes cantidades en el citoplasma (Fig. 6 K). A este tiempo
también se comenzd a detectar mayor cantidad de vesiculas recubiertas de clatrina
dispersas en regiones cercanas a la periferia de la membrana (Fig. 6 L). En relacion al
citoesqueleto de actina, este se comenzd a ver afectado por causa de la lesiéon A/E, ya
que las fibras de estrés se presentaron difusas y dafiadas con respecto a las células no
infectadas, ademas de que se detectd en la zona apical de las células mayor cantidad
de pedestales de mayor tamafo con respecto a los pedestales en células infectadas
por una hora (Fig. 6 M). La interaccion entre ocludina y clatrina aumenté
considerablemente en regiones cercanas a la periferia de la membrana, lo que
involucra a clatrina en la endocitosis y el transporte de ocludina durante la infeccidén por

EPECwt (Fig. 6 N y N).

En las células infectadas durante tres horas, ocludina practicamente desaparecio de la
region correspondiente a las uniones estrechas y fue detectada totalmente dispersa en
el citoplasma (Fig. 6 O). En cuanto a clatrina, esta se detectd distribuida en todo el
citoplasma de la célula (Fig. 6 P). Durante este tiempo se detecté la presencia de

pedestales de acina mas grandes con respecto a los demas tiempos de infeccion.
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Figura 6. La infeccién de células RK13 por EPECwt induce el aumento en la endocitosis mediada por clatrina de la proteina
ocludina. Monocapas de células RK13 fueron infectadas a los tiempos indicados con EPECwt (MOI=100). Las células fueron fijadas,
permeabilizadas e inmunotefiidas con anti-ocludina y anti-clatrina, y tefiidas con faloidina acoplada a rodamina. Las preparaciones
fueron observadas en un microscopio confocal y las imagenes fueron procesadas con los software Leica Lite e ImageJ 1.6.0_12.
Cada imagen tiene debajo el aumento correspondiente a un campo determinado de la célula. (A-E) Células sin infeccion. (F-J)
Células infectadas durante una hora. (K-N) Células infectadas durante dos horas. (O-S) Células infectadas durante tres horas. (E, J,
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El citoesqueleto de actina se detecté completamente afectado ya que mostré fibras de
estrés difusas y dafadas por efecto de la lesion A/E (Fig. 6 Q). La interaccion entre
ocludina y clatrina fue evidente en el citoplasma. Ocludina se detect6 completamente
internalizada en vesiculas recubiertas por clatrina, sin embargo, la cantidad de
vesiculas de clatrina que no co-localizaron con ocludina en el citoplasma era mayor con
respecto a las células infectadas durante dos horas, lo que podria indicar que durante
este tiempo se esta llevando a cabo la redistribucion de ocludina mediada por clatrina
de la region de las uniones estrechas a la estructura tipo pedestal (Fig. 6 Ry S).

En la Figura 7. el curso temporal de la infeccion fue correlacionado con el aumento y
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Figura 7. La infeccion de células RK13 por EPECwt induce el aumento en la interaccién entre vesiculas recubiertas por
clatrina y la proteina de uniones estrechas ocludina en ensayos de inmunofluorescencia. Monocapas confluentes de células
RK13 fueron infectadas con EPECwt durante los tiempos indicados en la grafica. El curso temporal de la infeccion fue correlacionado
con el aumento de vesiculas de clatrina conteniendo ocludina. Los datos fueron obtenidos usando el software ImageJ versién Java
1.6.0_12. Las barras de error representan la desviacion estandar de cinco imagenes tomadas por tiempo de infeccion. La linea de
corte delimita la interaccion basal de las dos proteinas. Los datos fueron procesados y graficados en hoja de calculo usando el
software SigmaPlot. ANOVA * p=>0.05.
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disminucién de las vesiculas recubiertas por clatrina que co-localizaron con ocludina.
Se detecto una interaccién basal entre ocludina y clatrina en las monocapas no
infectadas. La relacion entre estas dos variables aumenté considerablemente a una
hora de infeccion, aumentando un poco mas a dos horas de infeccion, disminuyendo
considerablemente a las tres horas de infeccion. Estos datos sugieren que la infeccion
por E22 induce la endocitosis de ocludina mediado por vesiculas recubiertas por
clatrina, asi como un transporte con un curso temporal, iniciando en las uniones

estrechas, y posiblemente finalizando en las estructuras tipo pedestal.

Clatrina interacciona con ocludina y no con EspF en ensayos de
inmunoprecipitacion

Para corroborar la interaccion de ocludina con clatrina durante la infeccion por EPECwt,
nosotros realizamos estudios de inmunoprecipitacion. Nosotros usamos monocapas de
células RK13 no infectadas (cero horas) e infectadas (1, 2 y 3 horas) con EPECwt. Las
células fueron lisadas con amortiguador RIPA y centrifugadas para obtener la fraccion
citoplasmatica. Las pastillas fueron resuspendidas en amortiguador conteniendo
CHAPS vy centrifugadas para obtener la fraccidn membranal. Las proteinas de las
fracciones fueron separadas a ensayos de inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo
primario anti-clatrina hecho en cabra y proteina A acoplada a agarosa. Los
inmunoprecipitados fueron separados por medio de SDS-PAGE y transferidos a

membranas de nitrocelulosa para ser sometidos a estudios de Western blot.

En estos estudios ocludina fue detectada utilizando un anticuerpo primario anti-ocludina

hecho en raton y un anticuerpo secundario anti-raton acoplado a peroxidasa de rabano.



Las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo anti-clatrina fueron detectadas utilizando
un anticuerpo primario anti-clatrina hecho en cabra y un anticuerpo secundario anti-
cabra acoplado a peroxida de rabano. Las bandas obtenidas de cada una de las
fracciones fueron sometidas a analisis densitométricos utilizando el software libre
Imaged 1.6.0_12. Las bandas correspondientes a las cadenas ligeras del anticuerpo
fueron utilizadas para ajustar los datos y ser graficados utilizando hojas de calculo del
software SigmaPlot 8.0. Simultdneamente, se quiso detectar si existia alguna
interaccidon entre EspF y clatrina. Para esto se utilizé un anticuerpo primario anti-EspF

hecho en ratdén y un anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a peroxida de rabano.

La interaccidn basal entre ocludina y clatrina en el citoplasma fue detectada a cero
horas de infeccion. Se vio un pequefio aumento en la interaccidn entre estas dos
proteinas a una hora de infeccion. Interesantemente, a dos horas de infeccion, la
interaccién aumentoé considerablemente con respecto a las muestras obtenidas a cero y
una hora de infeccion. La interaccion detectada a tres horas fue muy parecida a las

muestras obtenidas a dos horas de infeccion (Fig. 8 Ay B).
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Figura 8. Interaccién de ocludina con clatrina en células RK13 en infeccién con EPECwt. Monocapas de Células RK13 fueron
infectadas con EPECwt a los tiempos indicados. Las células fueron lisadas con amortiguador RIPA, y los lisados fueron centrifugados
hasta obtener la fraccion citoplasmatica. Las pastillas fueron resuspendidas en amortiguados conteniendo CHAPS y centrifugadas
para obtener la fraccion membranal. Las fracciones fueron sometidas a inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-clatrina. Los
inmunoprecipitados fueron separados por SDS-PAGE y transferidos a membranas de nitrocelulosa para ser sometidas a estudios de
Western blot usando anticuerpos anti-ocludina, anti-EspF y anti-clatrina. Las bandas correspondientes a ocludina fueron sometidas a
analisis de densitometria y los datos fueron ajustados con los datos de las cadenas ligeras del anticuerpo usado para
inmunoprecipitar. Los datos de densitometria fueron obtenidos con el software ImageJ 1.6.0_12. (A) Western blot correspondiente a
la fraccion membranal. (B) Grafica de los datos de densitometria correspondiente al Western blot de la fraccion membranal medidos
en pixeles (unidades arbitrarias). (C) Western blot correspondiente a la fraccion citoplasmatica. (D) Grafica de los datos de
densitometria correspondientes al Western blot de la fraccién citoplasmatica medidos en pixeles (unidades arbitrarias). Las lineas de
corte indican la interaccién basal entre las dos proteinas.
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De igual manera, ocludina y clatrina interaccionaron de manera basal en la membrana
a cero horas de infeccion. A una hora de infeccion, se detecté un pequefio aumento en
esta interaccion, para disminuir a dos horas, casi al nivel de la interaccion basal. Sin

embargo, a tres horas de infeccion, se detectd6 un aumento considerablemente mayor



con respecto a los demas tiempos (Fig. 8 C y D). Cabe mencionar que EspF no fue
detectada en interaccién con clatrina en ningun tiempo de infeccion en las dos

fracciones.

Para ser comparados, los datos densitométricos obtenidos de las dos fracciones fueron
graficados conjuntamente (Fig. 9 A). Utilizando un software de disefio, se realizaron

dibujos interpretativos de los posibles eventos que involucran a clatrina en la
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Figura 9. Comparacion de las cinéticas de interaccion entre ocludina y clatrina en las fracciones celulares. (A) Grafica
comparativa de las cinéticas de interaccion en membrana (linea azul claro) y citoplasma (linea azul obscuro) entre ocludina y clatrina
en los tiempos indicados en la grafica. Los posibles eventos en cada tiempo estan representados por un dibujo debajo de cada
tiempo, donde a tiempo cero de infeccion, existen vesiculas recubiertas por clatrina que no contienen en su interior ocludina (B). La
interacciéon de ocludina y clatrina en la membrana aumenta un poco a 1 h de infeccion, de igual manera que en el citoplasma (C).
Esta interaccion disminuye en la membrana para aumentar en el citoplasma a 2 h de infeccion, lo que indica el desprendimiento total
en la membrana de las vesiculas maduras transportando ocludina en su interior, para pasar al citoplasma (D). A 3h de infeccion la
interacciéon se mantiene en el citoplasma, sin embargo, aumenta progresivamente en la membrana, lo indica la unién a la membrana
de las vesiculas conteniendo ocludina, posiblemente en la regiéon donde se encuentra el pedestal (E).
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endocitosis y transporte de ocludina, los cuales podrian estar sucediendo a lo largo de

la infeccidn por EPECwit.

En el tiempo cero de infeccion se describe una interaccion basal entre ocludina y
clatrina dada por el trasporte vesicular retrogrado y anterogrado de ocludina (Fig. 9 B).
Durante las etapas de infeccion, se describe después de una hora, un aumento en
membrana de vesiculas tempranas conteniendo ocludina en su interior (Fig. 9 C), lo
que lleva a la endocitosis completa de ocludina de las uniones estrechas (Fig. 9 D), y
su transporte a la estructura tipo pedestal. (Fig. 9 E).

Estos datos indican que la infeccién por E22wt induce un aumento en la endocitosis
vesicular de ocludina mediado por clatrina, y proponen un fendmeno de transporte de

las uniones estrechas, al pedestal.

La cepa EPECAespF no induce la endocitosis de ocludina mediada por clatrina en
ensayos de inmunofluorescencia

Los datos anteriores indicaron que la infeccién de células RK13 por EPECwt induce un
aumento elevado en la endocitosis de ocludina via vesiculas recubiertas por clatrina a
una hora de infeccion, para decaer dramaticamente a tres horas de infeccion. Sin

embargo, hasta esta parte de la tesis, EspF no ha sido involucrada en este proceso.

Para determinar si EspF esta interviniendo indirectamente en la endocitosis vesicular
de ocludina mediada por clatrina, nosotros utilizamos estudios de inmunofluorescencia.
Utilizamos monocapas al 95% de confluencia de células RK13 no infectadas (tiempo

cero de infeccidén) e infectadas durante diferentes tiempos (1, 2 y 3 horas) con



EPECAespF. Las células fueron fijadas, permeabilizadas, tefiidas e inmunotefidas. El
citoesqueleto de actina fue tefiido utilizando rodamina acoplada a TRITC. Ocludina fue
detectada utilizando un anticuerpo anti-ocludina hecho en conejo y un anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a TRITC. Clatrina fue detectada utilizando un
anticuerpo anti-clatrina hecho en cabra y un anticuerpo secundario anti-cabra acoplado
a Cy5. Posteriormente las muestras fueron montadas para ser observadas en el

microscopio confocal.

Las monocapas no infectadas mostraron la mayor concentracion de ocludina
restringida a las uniones estrechas, y una interaccion basal entre ocludina y clatrina fue
detectada, sin embargo, esta interaccion fue ubicada en regiones perinucleares,
posiblemente en aparato de Golgi. Sin embargo, se detectaron vesiculas que no
contenian en su interior ocludina, posiblemente involucradas en el transporte de otras
proteinas. La ubicacién de clatrina fue casi restringida a regiones perinucleares ya que
casi no se detectaron vesiculas en regiones citoplasmaticas cercanas a la periferia de
la membrana. Cabe mencionar que el citoesqueleto de actina se detectd intacto, con

sus caracteristicas fibras de estrés (Fig. 10 A-E).

Interesantemente, esta dinamica de clatrina durante la infeccion por EPECAespF se
mantuvo casi constante a una hora de infeccién. Ocludina fue detectada en su mayoria
en la regién correspondiente a las uniones estrechas, lo que indica que estas seguian
intactas. El citoesqueleto de actina se detecté casi integro, sin embargo, se vieron

pequefios cumulos de actina correspondientes a pedestales en desarrollo (Fig. 10 F-J).



A dos horas de infeccion, se detectd un aumento en la interaccion entre ocludina y
clatrina, sin embargo, la mayor concentracion de ocludina siguié restringida a las
uniones estrechas. En este punto de la infeccion, se comenzé a detectar el deterioro

del citoesqueleto de actina y una cantidad mayor de pedestales (Fig. 10 K-N).

Las células infectadas durante tres horas aun mostraron la mayor concentracion de
ocludina en el area de las uniones estrechas. Sin embargo, la interaccién entre
ocludina y clatrina fue similar a las células infectadas durante dos horas. En cuanto al
citoesqueleto de actina, las fibras de estrés se muestran dafadas por la infeccion,
ademas de que se detectd mayor cantidad de pedestales (Fig. 10 O-S), los cuales son
mas pequefios con respecto a las células infectadas por tres horas con EPECwt (Fig. 6

0-3).

Para dar representatividad al estudio, se tomaron cinco imagenes por cada uno de los
tiempos de infeccién. En cada una de las imagenes se midio la co-localizacion entre
ocludina y clatrina utilizando el software libre Imaged 1.6.0_12. Mediante el software
SigmaPlot se determiné el promedio y la desviacidén estandar de los datos por cada uno

de los tiempos para posteriormente ser graficados.
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Figura 10. La infeccién de células RK13 por EPECAespF no induce el aumento en la endocitosis de ocludina mediada por
clatrina. Monocapas de células RK13 fueron infectadas a los tiempos indicados con EPECAespF (MOI=100). Las células fueron
fijadas, permeabilizadas e inmunotefiidas con anti-ocludina y anti-clatrina, y tefiidas con faloidina acoplada a rodamina. Las
preparaciones fueron observadas en un microscopio confocal y las imagenes fueron procesadas con los software Leica Lite e ImageJ
1.6.0_12. Cada imagen tiene abajo el aumento correspondiente a un campo determinado de la célula. (A-E) Células sin infeccion. (F-
J) Células infectadas durante una hora. (K-N) Células infectadas durante dos horas. (O-S) Células infectadas durante tres horas. (E,

J, N'y S) Mascaras de co-localizacién realizadas en el software ImageJ 1.6.0_12.




La Figura 11 muestra el curso temporal de la infeccion correlacionado con el aumento
de las vesiculas recubiertas por clatrina que co-localizaron con ocludina. Una
interaccién basal entre ocludina y clatrina fue detectada en las monocapas no
infectadas. A una hora de infeccion, la interaccién entre estas dos proteinas fue similar
a la interaccion basal, esta interaccion aumenté a las dos horas, aun cuando fue menor
al aumento observado con la cepa wild type, y se mantuvo constante a las tres horas.
Estos datos sugieren que EspF juega un papel relevante en inducir la endocitosis de

proteinas de uniones estrechas importantes para la maduracion de los pedestales de

actina.
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Figura 11. La infeccion de células RK13 por EPECAespF induce un mal funcionamiento en la interaccion entre ocludina y
clatrina. Monocapas confluentes de células RK13 fueron infectadas con EPECAespF durante los tiempos indicados en la grafica. El
curso temporal de la infeccion fue correlacionado con el aumento de vesiculas de clatrina conteniendo ocludina. Los datos fueron
obtenidos usando el software ImageJ versiéon Java 1.6.0_12. Las barras de error representan la desviacion estandar de cinco
imagenes tomadas por tiempo de infeccion. La linea de corte indica la interaccion basal entre las dos proteinas. Los datos fueron
procesados y graficados en hoja de calculo usando el software SigmaPlot 8.0. ANOVA * p=>0.05.

SigmaPlot 8.0. ANOVA* p=>0.05.
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Las cinéticas (valor en coeficiente de correlacion de Pearson) de las células en
infeccion con las dos cepas (la wild type y la mutante en espF) fueron graficados
conjuntamente (Fig. 12). Las diferencias en el comportamiento en cada una de las
cinéticas son notables. En las cinética correspondiente a la cepa EPECwt, se muestra
un comportamiento parecido a una campana de gauss, donde hubo una interaccién
basal en el tiempo cero de infeccion, la cual aumentd a una la hora y se mantuvo asi
hasta las dos horas, para decaer dramaticamente casi a niveles basales a las tres

horas de infeccion.
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Figura 12. El aumento a tiempos cortos en la interaccion entre ocludina y clatrina depende de la translocaciéon de EspF en
las células. Los datos obtenidos (r) mediante el software ImageJ version Java 1.6.0_12 de la interaccién entre ocludina y clatrina
fueron graficados. La linea roja representa las células infectadas con EPECwt, mientras que la linea azul representa las células
infectadas con EPECAespF. Las barras de error representan la desviacion estandar de cinco imagenes tomadas por tiempo de
infeccién. La linea de corte indica la interaccién basal entre las dos proteinas. Los datos fueron procesados y graficados en hoja de
célculo usando el software SigmaPlot 8.0.
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A diferencia cepa wt, la cinética de la cepa EPECAespF mostré un retraso en el
aumento en la interaccidn de ocludina y clatrina, detectandose este comportamiento
hasta las dos horas y manteniéndose durante tres horas de infeccion. Este posible
retraso podria ser debido a que la cepa EPECAespF es mutante solo en el gen espFy
no en los demas efectores bacterianos los cuales siguen afectando la fisiologia natural
de la célula. Cabe mencionar que varios de los efectores translocados interaccionan
con la maquinaria de polimerizacion de actina, lo que induce el deterioro de las uniones
estrechas y la posible endocitosis de las proteinas que las integran, ya que estas

estructuras son dependientes de la integridad del citoesqueleto de actina.

Discusion

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es una de las causas frecuentes de diarrea
que afecta principalmente a nifos de paises en vias de desarrollo como el nuestro
(Clarke et al., 2003; Flisser et al., 2002; Kap er et al., 2004). Un evento trascendental
en la infeccién es que la bacteria transloca, mediante el sistema de secrecion tipo Il
(SSTIIN, proteinas efectoras al citosol. La funcion de cada una de estas proteinas
efectoras puede variar; sin embargo, generalmente alteran de alguna manera funciones

importantes a nivel intracelular (Kenny and Finlay, 1995; Donnenberg et al., 1997).

Una de las proteinas efectoras translocada mediante el SSTIIl es EspF. En nuestro
laboratorio se ha demostrado que EspF juega un rol importante en la destruccion de la

barrera intestinal, interviniendo en la perdida de la resistencia transepitelial, por



incrementar la permeabilidad de la monocapa y por la redistribucion de las proteinas
asociadas a las uniones estrechas, ocludina, claudina 1, ZO1 y ZO2 (McNamara et al.,

2001; Peralta et al. , 2008).

En este trabajo encontramos que la proteina EspF induce la endocitosis de la proteina
de uniones estrechas ocludina, un proceso que es mediado por vesiculas recubiertas
de clatrina. Sin embargo, demostramos que EspF no interacciona directamente con
ninguna de las proteinas antes mencionadas, lo que podria indicar que el proceso de

endocitosis de ocludina es indirectamente dependiente de la translocacion de EspF.

EspF no interacciona con clatrina directamente

Los patdgenos microbianos explotan procesos normales de las células hospederas
para crear nichos especializados, los cuales proveen una mayor probabilidad de
sobrevivencia para ellos. Algunos de estos patdgenos fabrican proteinas efectoras que
son capases de imitar algunas proteinas de la maquinaria del citoesqueleto de actina
de las células hospederas, de tal manera que realizan una gran variedad de funciones,
dentro de las cuales incluyen la motilidad basada en actina, la invasion celular y el

trafico intracelular a través de vias de endocitosis (Gruenheid y Finlay, 2003).

Una de las proteinas esenciales en la regulacién del citoesqueleto de actina es N-
WASP (Neuronal Wiskott-Aldrich sindrome protein), la cual es una proteina eucarionte
que provoca el enraizamiento y ensamblaje de los filamentos de actina a través de la

activacion directa del complejo proteico Arp2/3. Estudios resientes han indicado que N-



WASP esta intimamente asociada como mecanismos de endocitosis (Kaksonen et al.,
2006), un proceso celular que interviene en la absorcion de componentes
extracelulares incluyendo patdogenos microbianos (Veiga and Cossart, 2006). Todas las
células eucariotas han demostrado por lo menos dos vias de endocitosis: las vias
dependientes de clatrina y las vias independientes de clatrina. La formacion de
vesiculas recubiertas por clatrina ocurre a través de la interaccion de proteinas
citoplasmaticas con componentes de la membrana. La remodelacion de la membrana
durante la endocitosis requiere de la interaccion coordinada de varios tipos de
fosfolipidos y de proteinas de unién a actina. Un ejemplo de estas proteinas es SNX9
(sorting nexin 9), la cual es reclutada en vesiculas recubiertas por clatrina en estados

tardios en la formacion de la vesicula (Lundmark, 2004).

Dentro de las proteinas efectoras bacterianas que interaccionan con la maquinaria del
citoesqueleto de actina se encuentra EspF. Se ha reportado que EspF coordina la
remodelacion de la membrana eucarionte y la polimerizacién de F-actina durante la
infeccion por EPEC. EspF se une a los dominios SH3 de SNX9 induciendo la
remodelacion de la membrana, un fenotipo que esta funcionalmente relacionado con la
polimerizacién de actina dependiente de la interacciéon con N-WASP (Peralta et al,,
2008). Se ha demostrado también que EspF interacciona dinamicamente con vesiculas
recubiertas por clatrina en estudios de fluorescencia en células vivas (Alto et al., 2007).
La dinamica coordinada de estas tres interacciones propone que EspF induce la
formacion de vesiculas utilizando esta via de endocitosis.

Aunque se ha reportado anteriormente que existe la interaccidon entre EspF y clatrina

en células vivas, en este trabajo encontramos que EspF no interacciona con clatrina en



células infectadas por EPEC. La contradiccion en los resultados obtenidos podria
deberse al tipo de experimentos realizados por los distintos grupos de trabajo, asi como
por las distintas lineas celulares y las cepas utilizadas en los experimentos. Sin
embargo, la interaccién que tiene EspF con las proteinas SNX9 y N-WASP propone
que esta proteina bacteriana puede estar sirviendo como conector de las dos vias
celulares, comunicando la via relacionada a la polimerizacion de actina por medio de la
interaccion con N-WASP, con la via de endocitosis mediada por clatrina por medio de
la interaccion con SNX9, de esta manera induciendo la endocitosis independiente de la

interaccion directa de EspF con clatrina (Alto et al., 2007; Peralta et al., 2008).

El uso de bases de datos ha demostrado que ortélogos de EspF han sido encontrados
en un grupo de patogenos A/E, dentro de los que se encuentran EPEC, EHEC y
Citrobacter rodentium. EspF estda compuesta de secuencias de péptidos repetidos de
47 aminoacidos ricos en prolina, los cuales se repiten varias veces a lo largo de la
secuencia de EspF. Aunque los péptidos varian entre los ortélogos de EspF en los
patéogenos A/E, no existe ningun caso donde los péptidos se encuentren en una sola
copia. Ademas, EHEC O157:H7 posee otra proteina con péptidos ricos en prolina
llamada EspFu/TccP, la cual comparte un 35% de homologia con EspF (Alto et al.,

2007).

El alineamiento de las secuencias de los ortélogos de EspF y EspFu ha revelado que
estas proteinas comparten dominios muy conservados de union a SNX9 y N-WASP
(Alto et al., 2007). La region que interactia con N-WASP es un motivo de 17

aminoacidos que se encuentra en cada uno de los peptidos ricos en prolina. Este



motivo compite con el motivo WCA, el cual esta involucrado en la autoinhibicién de N-
WAGSP en el proceso de polimerizacién de actina, de tal manera que actua como un
activador de N-WASP para llevar a cabo la polimerizaciéon de actina en el pedestal.
Dentro del motivo de 17 aminoacidos de EspFu, se detectaron una valina y dos
leucinas, 3 aminoacidos hidrofébicos cruciales en la interaccién con el motivo de

autoinhibicion GBD de N-WASP (Sallee et al., 2008).

Un alineamiento de las secuencias de los ortdlogos de EspF y EspFu realizado por
nuestro grupo de trabajo (Dato no mostrado) revel6 que EspF de EPEC contiene dentro
de sus repetidos ricos en prolina un motivo de 17 aminoacidos similar al que utiliza
EspFu para eliminar la autoinhibicion de N-WASP, con una diferencia en un cambio
sindénimo de una valina por una leusina. Este dato indica que EspF podria utilizar ese
motivo de 17 aminoacidos para interactuar con N-WASP y romper su autoinhibicion.
Esta interaccion, aunada con la interaccién que tiene EspF con SNX9 indica de qué
manera EspF podria estar interviniendo en la endocitosis mediada por clatrina

uniéndose a los dominios SH3 de SNX9 y al dominio CRIB de N-WASP.

EspF induce la redistribuciéon de ocludina mediante vesiculas recubiertas por

clatrina

EPEC es un patégeno que produce diarrea en paises en vias de desarrollo. Es una
bacteria Gram-negativa que estimula la formacioén de lesiones A/E para promover la
colonizacion del intestino, provocando dafo en el epitelio induciendo de esta manera

diarrea acuosa (Kaper et al., 2004). Para llevar a cabo este proceso, EPEC transloca



proteinas efectoras dentro de la célula epitelial via sistema de secrecion tipo Il
(Garmendia et al., 2005). Una de estas proteinas efectoras es EspF, la cual ha
mostrado un papel principal en la disminucion de la resistencia eléctrica transepitelial
(RET) y en el deterioro de las uniones estrechas del epitelio intestinal (Shifflett et al.,

2005; Peralta et al., 2008).

Como evidencia de que EPEC rompe la arquitectura de las uniones estrechas, se ha
reportado que la infeccion por esta bacteria provoca varios efectos fisioldgicos en la
arquitectura de monocapas confluentes de células epiteliales, algunos de estos efectos
son la perdida en las interacciones proteina-proteina en las uniones estrechas, la
redistribucién de las proteinas de uniones estrechas, asi como la aparicion de uniones
estrechas aberrantes en la membrana lateral de células epiteliales (Muza-Moons et al.,
2004). Aunque el mecanismo por el cual EspF perturba las funciones de la barrera
intestinal in vitro no ha sido definido, es bien sabido que las cepas deficientes en el gen
espF no provocan los efectos fisiolégicos antes mencionados, lo que indica una
dependencia de EPEC a EspF para realizar dichos procesos (Peralta et al., 2008).

Una de las caracteristicas principales de la infeccién por EPEC es la redistribucion de
las proteinas de uniones estrechas ocludina y claudina-1. Estas proteinas son
internalizadas y redistribuidas de la region correspondiente a las uniones estrechas
hacia la estructura tipo pedestal, lo que provoca una pérdida en la TER, asi como la
aparicion de uniones estrechas aberrantes. Varios grupos de trabajo han reportado que
este proceso es dependiente del gen espF, ya que el uso de mutantes isogénicas en
este gen no producen dicho proceso (Garmendia et al., 2005; Muza-Moons et al., 2004;

Shifflett et al., 2005; Peralta et al., 2008).



Ocludina es una de las proteinas afectadas por la infeccion de EPEC. Esta es una
proteina transmembranal que estd compuesta de cuatro dominios transmembranales
con dos dominios extracelulares en forma de pasador. El primer pasador tiene la
caracteristica principal de contener un 60% de residuos de glicina y tirosina. Esta
proteina es un componente integral del complejo proteico de las uniones estrechas que
regulan la integridad epitelial y la funcién de la barrera paracelular (Tsukita et al., 2001;
Feldman et al., 2005; Benitez et al., 2007; Niessen, 2007; Brandner, 2009). Al ser una
proteina transmembranal, ocludina requiere de un medio de transporte vesicular para
ser trasladada del aparato de Golgi a la region correspondiente a las uniones
estrechas. Se ha descrito que la especificidad en el transporte de ocludina de su lugar
de sintesis y maduracion al complejo multiproteico de las uniones estrechas, esta
relacionado con su dominio C-terminal, sin embargo, este mecanismo no ha sido

totalmente descrito (Matter and Balda, 1998; Subramanian et al., 2007).

A pesar de que las uniones estrechas estan organizadas complejamente, estas no son
estructuras estaticas, por lo cual pueden desensamblarse y reorganizarse rapidamente
en respuesta a varios estimulos extracelulares. La internalizacion de las proteinas de
uniones estrechas es un mecanismo comun para la regulacion de la adhesién célula-
célula, lo que permite remodelar las uniones intracelulares. Uno de los mecanismos
que ha sido involucrado en varias lineas celulares para la internalizacién de las
proteinas de uniones estrechas es la endocitosis constitutiva. La internalizaciéon
(endocitosis) de las proteinas de uniones estrechas, ocludina y claudina, es también
inducida por varios estimulos patofisiolégicos, los cuales incluyen citocinas

proinflamatorias, estrés oxidativo, asi como productos bacterianos (Ilvanov et al., 2004).



En la actualidad el mecanismo por el cual son endocitadas algunas de las proteinas de
uniones estrechas incluyendo a ocludina, ha sido pobremente descrito. Varios estudios
examinando las vias de internalizacién de esta proteina en diferentes lineas celulares
han sugerido la participacion de la endocitosis mediada por clatrina (lvanov et al., 2004;
Morimoto et al., 2005), asi como la via mediada por caveolina (Akhtar and Hotchin

2001; Shen and Turner, 2005).

La internalizacion y redistribucidn de la proteina ocludina por la infeccién por EPEC
dependiente de EspF es un proceso reportado por varios grupos de trabajo, sin
embargo la via por la cual esta proteina es endocitada no ha sido descrita aun. En este
estudio proponemos que la proteina ocludina es endocitada por la via mediada por
vesiculas recubiertas por clatrina. Para tomar en cuenta este criterio, nos basamos en

la interaccion reportada por Alto et al. en 2007 entre EspF de EPEC y clatrina.

Nosotros realizamos estudios de inmunofluorescencia, en los cuales se detecté una
interaccidén basal entre ocludina y clatrina en células no infectadas, probablemente en
el aparato de Golgi debido al transporte anteroégrado que conlleva al procesamiento,
transporte y reciclado de ocludina (lvanov et al., 2004; Morimoto et al., 2005). Las
células infectadas por una y dos horas mostraron un aumento en la interaccion entre
ocludina y clatrina en la regién correspondiente a las uniones estrechas y en el
citoplasma, lo que refuerza la hipotesis acerca de la internalizacion y redistribucion de
ocludina causada por la infeccion por EPEC (Garmendia et al., 2005; Muza-Moons et

al., 2004; Shifflett et al., 2005; Peralta et al., 2008). Sin embargo se detecté una



disminucién en la interaccion entre estas dos proteinas en el citoplasma y en las
uniones estrechas a tres horas de infeccion. Esta cinética de infeccion podria estar
indicando un posible fendbmeno de transporte de ocludina mediado por clatrina, el cual
podria iniciar en las uniones estrechas, pasando por el citoplasma, y finalizando en la
estructura tipo pedestal. Este fendmeno de transporte fue propuesto por Peralta et al.
2008, donde se reporta la internalizacién de ocludina, para posteriormente ubicarla en
la estructura tipo pedestal, justo abajo de las bacterias. Sin embargo, no se relaciono

en el trabajo antes citado a clatrina como medio de transporte de ocludina.

Para reforzar la hipotesis acerca del transporte de ocludina mediado por clatrina,
realizamos estudios de fraccionamiento celular, inmunoprecipitacion y Western blot.
Los resultados del Western blot mostraron un aumento en la interaccion entre ocludina
y clatrina en la fraccidén citoplasmatica a dos horas de infeccion, indicando de esta
manera la internalizacion de ocludina mediada por clatrina a dos horas de infeccion.
Los experimentos realizados con la fraccion membranal indicaron un aumento en la
interaccién entre ocludina y clatrina a una hora de infeccidn indicando un aumento en la
interaccién de clatrina en la membrana en la regién correspondiente a las uniones
estrechas. Esta interaccién disminuyd a dos horas de infeccion, indicando un
desprendimiento de las vesiculas en la membrana de la regidn de las uniones
estrechas, dato que concuerda con el aumento en la interaccion ocludina-clatrina en el
citoplasma a las dos horas de infeccion. A las tres horas de infeccion, se detectd en la
membrana un aumento bastante considerable en la interaccion entre estas dos
proteinas con respecto a los demas tiempos. Este dato podria indicar un mecanismo de

transporte de ocludina mediado por clatrina a la membrana a las tres horas de



infeccidn, posiblemente al pedestal. Estos datos reafirman lo propuesto por Peralta et
al. 2008, donde se propone la internalizacion de ocludina, y el transporte pasando por

el citoplasma, y finalizando en los pedestales.

EspF ha sido involucrada en la redistribucidn de ocludina por varios grupos de trabajo
(Garmendia et al., 2005; Muza-Moons et al., 2004; Shifflett et al., 2005; Peralta et al.,
2008). Para relacionar a EspF en este trabajo, nosotros infectamos células RK13 con
una mutante isogénica en el gen espF (EPECAespF), para posteriormente realizar
estudios de inmunofluorescencia. Como en las células infectadas con EPEC wild-type,
en el caso de la mutante en espF se detectd una interaccion basal entre ocludina y
clatrina. Sin embargo, esta interaccion no aumenté a la hora de infeccion, lo que
sugiere la intervencion de EspF en este proceso. A las dos y tres horas de infeccion fue
detectado un aumento en la interaccion proteina-proteina con respecto a las células no
infectadas, sin embargo este no fue igual al causado por la cepa wild type. EI aumento
en esta interaccion podria ser consecuencia de varios factores no relacionados a EspF.
El deterioro de las uniones estrechas y el redondeamiento de la célula pueden ser
debidos al estrés provocado por aumento en la acidez del medio, asi como los efectos
que provocan las demas proteinas bacterianos dentro de la célula, en su mayoria

efectores que interactuan con la maquinaria del citoesqueleto de actina.

Cabe mencionar que la integridad de las uniones estrechas es dependiente del buen
funcionamiento del citoesqueleto de actina. Las proteinas ZO-1 y ocludina se unen
directamente a los filamentos de actina, por lo tanto, el efecto que tiene la

despolimerizacion de actina en la integridad de las uniones estrechas es un efecto



secundario causado por la pérdida en la interaccion entre las proteinas de ambas
estructuras (Fanning et al., 2002; Ivanov et al. 2005; Musch et al., 2005). Los
monomeros de actina pueden ser secuestrados utilizando drogas como Latrunculina A,
de tal manera que el citoesqueleto sea aberrante, provocando la endocitosis de las

proteinas de uniones estrechas y el deterioro de estas misma (Shen and Turner, 2005).

Se ha demostrado que EspF interacciona directamente con actina, pero hasta ahora no
se reportado si esta proteina bacteriana produce la polimerizacion o despolimerizacion
de los filamentos de actina. Otra de las interacciones reportadas que tiene EspF con
proteinas eucariontes es la que lleva a cabo con la proteina ZO-1, la cual es una
proteina que contiene dominios PDZ los cuales le proveen la capacidad de conectar al
citoesqueleto de actina con el complejo de uniones estrechas. Es importante recalcar
que la infeccion de células epiteliales con EPEC produce la redistribucién de la proteina
Z0-1 de la region correspondiente a las uniones estrechas a la estructura tipo pedestal,
lo que podria provocar en primera instancia, la pérdida en la comunicacién entre el
citoesqueleto de actina y las uniones estrechas, provocando como consecuencia, la
endocitosis de las proteinas transmembranales de uniones estrechas (Peralta et al.,

2008).

Todos los resultados obtenidos en esta tesis apoyan el mecanismo por el cual EPEC
induce la endocitosis y redistribucion al pedestal de las proteinas de uniones estrechas.
Existen otros mecanismos de endocitosis, sin embargo, en este estudio nos enfocamos

en la endocitosis mediada por clatrina.



Aunque se requiera de la realizacion de mas controles, el uso de otras lineas celulares,
asi como de otras cepas bacterianas para poder generalizar este fenomeno, esta
investigacion abre un camino importante con respecto a la interaccion y manipulacion
que realizan los factores de virulencia bacterianos con las proteinas eucariontes, asi
como los efectos fisiolégicos que estas proteinas bacterianas producen en la célula

eucarionte para poder llevar a cabo la colonizacion de otros nichos.



Conclusiones

1.

EspF no interacciona con clatrina para provocar la endocitosis de ocludina
por esta via.

La infeccion de células RK13 por EPECwt induce un aumento en la
interaccidn entre ocludina y clatrina.

El patron de interaccion de ocludina y clatrina en células infectadas por
EPECwt propone un fendmeno de endocitosis vinculado a un fenémeno de
transporte especifico mediado por clatrina.

EspF induce indirectamente la endocitosis de ocludina mediante vesiculas

de clatrina.

Perspectivas

1.

Estandarizar las condiciones de infeccion en otras lineas celulares para
poder generalizar los fendmenos propuestos.

Llevar a cabo experimentos para encontrar qué otras vias de endocitosis
podrian estar interviniendo en la endocitosis de las ocludina en células
infectadas por EPECwt.

Determinar el patron de endocitosis de otras proteinas de uniones
estrechas (claudina-1, ZO1 y Z02) en células infectadas con EPECwt.
Demostrar si EspF tiene la capacidad para nuclear actina, y con esto

relacionarlo a fendmenos de endocitosis.



Abreviaturas

A Armostrong

Mg Microgramos

I Microlitros

A/E Adhesién y eliminacion de microvellosidades
Arp2/3 Proteina relacionada com actina 2/3

BFP Pilus formador de penachos

BSA Albumina Sérina Bovina

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate
Cy5 Cianina

DAEC Escherichia coli adherente difusa

DO Densidad optica

DTT Ditiotreitol

E. coli Escherichia coli

EAEC Escherichia coli enteroagregativa

EAF Factor de adhesion codificado en plasmido
EDTA Acido etilendiamintetraacetico

EHEC Escherichia coli enterohemorragica

EIEC Escherichia coli enteroinvasiva

ELISA Ensayo inmunoenzimatico

EPEC Escherichia coli enteropatdégena

Esc Proteinas de secrecion de Escherichia coli enteropatogena

Esp Proteinas secretadas por EPEC



ETEC
FITC
GFP

GST

HEPES

HRP

Kb
kDa
LB
LBK
LEE
Map
MDCK
MEM
min
ml
mm
mM
MOI
NaCl
Nck
nm

NP-40

Escherichia coli enterotoxigénica
Tetrahidrometil isotiacianato de fluoresceina
Proteina verde fluorescente
Glutation S transferasa

Hora

Acido 4-(hidroxietil-1-piperazinetanosulfénico)
Peroxidasa de rabano
Inmunoprecipitacion

Kilo bases

Kilodaltones

Luria Bertani

LB con kanamicina

Locus de eliminacion del enterocito
Proteina asociada a mitocondria
Madin-Darby canine kidney cells
Medio de cultivo Eagle

Minutos

Mililitros

Milimetros

Milimolar

Multiplicidad de la infeccion
Cloruro de sodio

Proteina adaptadora tirosincinasa
Nandémetros

Nonidet-p40



N-WASP
°C
OMS
PAGE
PAUE
PBS
PBS-T
PFA
pH
PMSF
RET
RIPA
RK13
RPM
SDS
SNX9
SSTII
TEMED
Tir
TIR-FM
TRITC
UFC

V

Wit

Proteina neuronal del sindrome de Wiskott Aldrich
Grados centigrados

Organizacion mundial de la salud

Gel de poliacrilamida

Proteinas asociadas a uniones estrechas
Amortiguador salino de fosfatos

PBS con Tween 20

Paraformaldehido

Potencial de hidrégeno

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Resistencia eléctrica transepitelial

Amortiguador para ensayos de inmunoprecipitacion
Rabbit kidney cells

Revoluciones por minuto

Dodecilsulfato de sédio

Sorting nexin 9

Sistema de secrecion tipo I

N, N',N",N’-tetrametil-etilen-diamina

Receptor translocado para intimina

Total internal reflection-fluorescence microscopy
Tetrametilrodamina isotiocianato

Unidades formadoras de colonias

Voltio

Wild type o cepa tipo salvaje
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