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Resumen

Yersinia pseudotuberculosis es una bacteria Gram negativa considerada como un patdgeno intracelular
facultativo distribuida ampliamente en la naturaleza y responsable de sindromes gastrointestinales en
diferentes especies. La bacteria es capaz de atravesar el epitelio gastrointestinal y evadir la respuesta inmune
para causar infecciones localizadas. Entre las proteinas involucradas en la internalizacion de Y.
pseudotuberculosis se encuentran las GTPasas Rac y RhoA, quiénes participan en procesos de
estructuracion del citoesqueleto. Se ha observado que la bacteria interacciona con eritrocitos murinos
causando deformaciones de la membrana, culminando en la lisis de los eritrocitos, pero se desconocen las
causas que provocan estos eventos. En eritrocitos de ratones BALB/c infectados por Y. pseudotuberculosis,
se analizé la morfologia empleando microscopia confocal, ademas se midi6 la activacion Rac y RhoA.
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Se observaron cambios en la estructuracion de actina en el citoesqueleto. Los niveles de activacion de las
GTPasas Rac y RhoA se encontraron incrementadas, ademas de observarse cambios en el perfil de proteinas
fosforiladas en los eritrocitos de ratones infectados por Y. pseudotuberculosis. La interaccién de los
eritrocitos con Y. pseudotuberculosis genera cambio en la estructuracion de actina del citoesqueleto del
eritrocito, asi como un incremento en la activacion de Rac y RhoA, ademas, se incrementa la generacién de
ROS y se modifica el perfil de fosforilacion de proteinas de los eritrocitos.

Palabras clave: Fosforilacion, GTPasas, Rac, RhoA, Yersinia pseudotuberculosis.

Abstract

Yersinia pseudotuberculosis is a Gram negative bacteria considered a facultative intracellular pathogen,
widely distributed in nature and responsible for gastrointestinal syndromes in different species. The
bacterium is able to cross the gastrointestinal epithelium and evade the immune response to cause localized
infections. Among the proteins involved in the internalization of Y. pseudotuberculosis are the Rac and
RhoA GTPases, those involved in cytoskeletal structure processes and generate ROS oxidize phosphatases
deregulating the basal phosphorylation of the cytoskeleton. It has been observed that bacteria interacts with
murine erythrocytes causing deformation of the membrane, culminating in the lysis of erythrocytes, but the
causes of these events are known. Erythrocytes of infected BALB / ¢ mice by Y. pseudotuberculosis,
morphology was analyzed using confocal microscopy further activation of Rac and RhoA was measured,
and the production of ROS and changes in the phosphorylation profile. There were changes in the structuring
of actin from cytoskeleton. Levels of activation of Rac and RhoA GTPases found increased further to meet
changes in the profile of phosphorylated proteins in erythrocytes of infected mice with Y.
pseudotuberculosis. Erythrocyte interaction with Y. pseudotuberculosis generates change in the
cytoskeleton actin structuring, increased activation of Rac and RhoA also ROS generation is increased and
the phosphorylation profile of erythrocyte proteins is modified

Keywords: Phosphorylation, GTPases, Rac, RhoA, Yersinia pseudotuberculosis.

Introduccién superfamilia Ras, las cuales cambian entre su
El género Yersinia pertenece a la familia forma inactiva unida a GDP y su forma activa
Enterobacteriaceae, comprende bacilos Gram unida a GTP con el fin de regular multiples vias
negativos no esporulados. De las 17 especies involucradas en la organizacién celular acto-
existentes, 3 son patdgenas para el ser humano: Y. miosina, la adhesion y la proliferacion. Se ha
pestis es causante de la fiebre bubdnica; Y. demostrado que estas enzimas desempefian
enterocolitica y Y. pseudotuberculosis son funciones Unicas en las células hematopoyéticas
responsables de sindromes gastrointestinales. La sanguineas. _ L
transmision al hombre se debe a la picadura de Las proteinas Rac, unidas a GDP inactivas, son
pulgas presentes en animales infectados en el caso S?CUG_SU?(}'&S en el C,It_osol por inhibidores de la
de Y. pestis, mientras que Y. enterocolitica y Y. disociacion de nucleotidos de guanina (GDls) que
pseudotuberculosis se trasmiten por la ingesta de se unen a la region hidrofobica C-terminal de Rac,
alimentos y/o bebidas contaminadas con excretas lamisma region que es responsable de la union de
de organismos infectados (El-Maraghi y Mair, Raq a la membrana |_olasmat|ca. Se ha visto que la
1979; Bergsbaken y Cookson, 2009). deficiencia concomitante de Racl y Rac2 causa
Las GTPasas son proteinas de sefializacion una profunda perturbacion de la actina
intracelular, miembros de la familia Rho y de la polimerizada y una deformabilidad anormal del

citoesqueleto de los eritrocitos, indicando una
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regulacion dinamica de la organizacion del
citoesqueleto de los eritrocitos (Pantaleo et al.,
2010a).

Y. pseudotuberculosis es una bacteria Gram
negativa, considerada como un patdgeno
intracelular facultativo, distribuido ampliamente
en la naturaleza, ademas, es responsable de
sindromes  gastrointestinales en diferentes
especies. La bacteria es capaz de atravesar el
epitelio gastrointestinal y evadir la respuesta
inmune para causar infecciones localizadas. Entre
las proteinas involucradas en la internalizacion de
Y. pseudotuberculosis se encuentran las GTPasas
Rac y RhoA, quienes participan en procesos de
estructuracion del citoesqueleto. Se ha observado
gue la bacteria interacciona con eritrocitos
murinos  causando deformaciones de la
membrana, culminando en la lisis de los
eritrocitos, pero se desconocen las causas que
provocan estos eventos. En este trabajo
analizamos a nivel morfoldgico y funcional el
efecto de la interaccion de Y. pseudotuberculosis
con eritrocitos de ratén, abordando aspectos tales
como (i) la morfologia de los eritrocitos
empleando microscopia confocal (ii), la actividad
de las GTPasas Rac.

Materiales y métodos

Se utilizaron ratones hembras de la cepa
BALB/c, de 20-25 g de peso (4-6 semanas de
edad). Se utiliz6 un nimero total de 20 animales
que fueron divididos aleatoriamente en los
diferentes grupos (control n=10 e infectado
n=10); para cada analisis se usaron grupos
independientes. La cepa que se utilizé fue V.
pseudotuberculosis NCTC 8315 se cultivé en 10
ml de caldo Luria-Bertoni (LB) a 37 °C por 24 h,
posteriormente se tomaron 10 pl del precultivo y
se inocul6 en 10 ml de LB el cual se incub6 por 3
h 15 min a 37 °C. Para valorar la virulencia de la
cepa, antes de los experimentos de infeccion de
eritrocitos, 1.5 x 108 UFC se inocularon por via
intraperitoneal en un raton y después de 24 h éste
se sacrificO para aislar la cepa en agar CIN. Se
utilizé el modelo de infeccion in vivo utilizado por
Garibay-Cerdenares (2008), infectando ratones
de la cepa BALB/c con 1.5x10° UFC la cepa de
Y. pseudotuberculosis NCTC 8315 por via
intraperitoneal, se sacrificaron al cabo de 24h
post-infeccién y un modelo de infeccidn in vitro
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como lo describe Feodorova y Devdariani (2007),
con algunas modificaciones, utilizando 6x10°
eritrocitos de raton BALB/c en contacto con
60x10® UFC de la cepa de Y. pseudotuberculosis
NCTC 8315. Se extrajeron eritrocitos de ratones
(ER) sanos de la cepa BALBI/c y se purificaron
por el método de Ficoll- Hystopaque. Se evalué la
viabilidad celular por el método de Azul de
tripano.

El experimento se realiz6 a 37 °C con una
atmdsfera de 5% de CO y se recuperaron los
eritrocitos a 0, 15, 30 min, y 1 h. Como control se
utilizaron eritrocitos a los cuales no se les
adicionaron bacterias.

Para los experimentos in vivo, se utilizaron 10
ratones de la cepa BALB/c a los que se les
inocularon 150 x 10® UFC por via intraperitoneal
en 200 pl de solucidn salina y como control 10
ratones a los que se les suministraron Gnicamente
200 pl de solucion salina via intraperitoneal. Los
eritrocitos infectados y no infectados (2 x 10°) se
fijaron con p-formaldehido al 4% en PBS durante
1h a 37 °C, se lavaron 3 veces con PBS.

Para la medicion de los niveles de RhoA, Cdc42
y Rac activas, se llevd a cabo siguiendo lo
establecido en el protocolo de purificacion de
fosfoproteinas segun instrucciones del ensayo
Phosphoprotein purification kit, de Quiagen, Cat.
No. 37101.

Para la deteccion de anticuerpos se utilizd, Anti-
tirosinas fosforiladas (Abcam, Cat. No. ab10321,
Clona PY20), Antifosfotirosina acoplado a HRP
(Millipore, Cat. No. ab16389), anti-IgG de rat6n
acoplado HRP (Pierce, Cat. No. 31430).

El nivel de generacion de ROS se estimé por el
método de Wan et al. (1994), modificado por
Wilson et al. (2002) utilizando el colorante
diacetato de 7-diclorofluoresceina (DCFDA).
Todos los experimentos con animales se
realizaron de acuerdo con las reglas de uso y
manejo de animales establecido por la Norma
Oficial Mexicana para la Produccién, Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio (NORMA
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999) y a los
principios éticos para las investigaciones médicas
descritos por Helsinki y sus enmiendas
(Declaracion de Helsinki de la AMM, 2017).

Para sacar las diferencias significativas se
analizaron estadisticamente mediante la prueba t
de Student (p<0.05). Todos los anélisis



estadisticos se realizaron utilizando el software
Stata version 11.0.

Resultados

Se inoculé la cepa de Y. pseudotuberculosis por
via intraperitoneal en ratones BALB/c (Fig. 1a), y
transcurridas 24 h se valoré el estado de los
ratones (Fig. 1b).

Se utiliz6 el método de Ficoll-Hypaque para la
separacion de los eritrocitos del resto de las
fracciones celulares, sabiendo que las densidades
de diferentes células sanguineas son: neutréfilos
1.082, linfocitos 1.070, monocitos 1.062 y
eritrocitos maduros entre 1,090 y 1,100 g/ ml. Se
emplearon ficoles de densidades 1.119 y 1.077
g/ml (Fig. 2).

Para la interaccion in vivo se infectaron 10
ratones de la cepa BALB/c con 1 x 10" UFC de Y.
pseudotuberculosis NCTC 8315. Como control se
utilizaron eritrocitos de ratones no infectados. Los
resultados obtenidos por microscopia confocal
mostraron la presencia de deformaciones en la
membrana de los eritrocitos infectados, las cuales
se debian a la presencia de acimulos de actina F,
sugiriendo que la bacteria induce cambios en el
rearreglo del citoesqueleto de espectrina/actina
cuando interacciona con el mismo, en contraste
con lo observado en el modelo in vitro donde a
pesar de que se observa interaccion de la bacteria
con los eritrocitos, estos no mostraron
deformaciones en su membrana (Fig. 3y 4).

Se midieron los niveles de Rac, RhoA y Cdc42
activas; para estos ensayos se utilizaron extractos
totales de eritrocitos infectados. Se encontr6 que
la proporcidn de Rac y RhoA activas se encuentra
incrementada en las muestras de ratones
infectados (Fig. 5A).

Para medir los niveles de ROS en los eritrocitos
infectados empleando CDFDA, se observd un
incremento del 30% respecto al control en la
cantidad de especies reactivas en los eritrocitos
infectados (Fig. 6). Se observé también que en las
pastillas de los eritrocitos infectados la intensidad
del color rojo se veia incrementada en un 5%
respecto del control (Fig. 6B) asi como
deformaciones en la membrana eritrocitaria (Fig.
6C).
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Discusion

En este trabajo se analiz6 a nivel morfologico y
funcional el efecto de la interaccion de Y.
pseudotuberculosis con eritrocitos de raton. La
fosforilacion de proteinas en residuos de serina,
treonina y tirosina son importantes en la
regulacion del citoesqueleto del eritrocito,
proveyéndolo de flexibilidad. Algunos patdgenos
intracelulares como Plasmodium spp y Bartonella

10mm

Figura 1. Prueba del fenotipo virulento de la cepa Y.
pseudotuberculosis NCTC 8315. A) Ratén de la cepa
BALB/c inoculado con Y. pseudotuberculosis. Al cabo
de 24 h de infeccion se le ve con los parpados y orejas
palidas y movilidad reducida, signo de que la cepa aun
es virulenta. B) Cultivo en agar CIN de diferentes
regiones anatomicas del raton después de su sacrificio,
B1 proviene del peritoneo, B2 (cola) y B3 (corazén)
provienen de una muestra sanguinea. En los tres
aislamientos se observan colonias convexas de 1-2
mm, fermentacion del manitol positiva con centro rosa
y bordes claros en forma de ojo de toro. C) Tincion de
Gram de una de las colonias del cultivo B1, se observa
la presencia de bacilos Gram negativos.

A B

40X

Figura 2. Eritrocitos de raton purificados por la técnica
de Ficoll-Hypaque. A-D iméagenes representativas de 4
extendidos teflidos por la técnica de Giemsa
observados al microscopio éptico con objetivo 40X.



Control

120 min

Figura 3. Modelo in vitro de infeccion de eritrocitos de ratén con Y. pseudotuberculosis. Se muestran imagenes de
microscopia confocal de una cinética de interaccion (0-120 min) de eritrocitos de ratdn con Y. pseudotuberculosis. En
rojo se muestra la sefial de la Faloidina Rodaminada unida a la actina F y, en verde, la sefial del Sytox Green unido al
DNA bacteriano.

Campo claro DNA Bacteriano

A Control

O

B nfectado

Figura 4. Modelo in vivo de infeccidn de eritrocitos con Y. pseudotuberculosis. Iméagenes de microscopia confocal. A)
Eritrocitos de ratones sanos. B) Eritrocitos de ratones después de 24 h de infeccion. En rojo se muestra la sefial de la
Faloidina Rodaminada unida a la actina F, en verde, la sefial de Sytox Green unido al DNA bacteriano. Las flechas
sefialan las alteraciones en la membrana de los eritrocitos.
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Figura 5. Niveles de activacién de GTPasas. A) Se muestra la activacién de Rac, Cdc42 y RhoA en eritrocitos de
ratones sanos y eritrocitos de ratones infectados con Y. pseudotuberculosis. El analisis estadistico se realiz6 mediante
la prueba t de Student (*>p=0.05). B) Imagenes de microscopia confocal de eritrocitos; en azul se muestra el DNA
bacteriano con DAPI, en rojo se muestra a la actina F tefiida con Faloidina Rodaminada.
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Figura 6. Niveles de ROS en eritrocitos de ratones infectados. A) Representacion grafica de los niveles de las ROS en
eritrocitos sanos e infectados; las unidades arbitrarias de fluorescencia se muestran expresadas en porcentaje, tomando
como 100% el control sano. El analisis estadistico se realizd mediante la prueba t de Student (*>p=0.05). B) Muestras
de eritrocitos después de ser empastillados para su procesamiento. Bajo la imagen se muestra la intensidad del color
rojo. C) Microscopia de luz-campo claro de muestras de eritrocitos de ratones infectados; con flechas se marcan los
cambios en la membrana de los eritrocitos respecto al control.

87



spp interaccionan con proteinas de la membrana
del eritrocito, las cuales sirven de anclaje y por
medio de ellas desencadenan cascadas de
sefializacion que tienen como objetivo favorecer
su internalizacion para obtener nutrientes y
continuar con su ciclo replicativo dentro de los
eritrocitos (Vojtova et al., 2006; Pitassi et al.,
2007).

Por otra parte, en nuestro grupo de trabajo
Javier-Reyna (2006) demostré la presencia de
integrinas a5B1 en la membrana de eritrocitos
murinos, asi como cambios morfolégicos en las
membranas de los eritrocitos de ratones
infectados con Y. pseudotuberculosis, como
resultado de la interaccion. En este estudio se
infectaron ratones con Y. pseudotuberculosis y el
efecto de la infeccion sobre los eritrocitos se
analiz6 por microscopia confocal. Asi, fue posible
demostrar, en forma cualitativa, que las bacterias
son capaces de unirse y penetrar a los eritrocitos,
fendmeno que hasta la fecha sélo se habia
observado por microscopia de luz - campo claro,
mediante tinciones de Giemsa (Feodorova y
Devdariani, 2007; Javier-Reyna, 2006).

En el modelo in vivo se logré observar un mayor
numero de bacterias adheridas a los eritrocitos en
comparacion a lo observado en el modelo in vitro,
asi como deformaciones en la membrana, con
acimulos de actina F en la periferia de la
membrana eritrocitaria. Estos resultados indican
gue la infeccion por Y. pseudotuberculosis,
induce una reestructuracion del citoesqueleto de
actina. Se sabe que la interaccion entre la proteina
invasina de la membrana externa de V.
pseudotuberculosis y la integrina B1 tiene como
efecto una mayor invasion de enterocitos,
induccion de la fagocitosis en macréfagos,
liberacion de NET (por sus siglas en inglés,
trampas extracelulares de neutrofilos) en
neutrdfilos, y en estos procesos se requiere la
activacion de Racl (Gillenius y Urban, 2015). Al
medir los niveles de activacién de las GTPasas,
encontramos que Rac y RhoA se encontraban méas
activas en los eritrocitos infectados respecto de
los controles.

Los resultados de los niveles de Rac activa
correlacionan con lo reportado en otras estirpes
celulares donde se ha visto que la interaccion con
la invasina bacteriana y las integrinas median
cascadas de sefializacion donde participa Racl la
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cual media la internalizacion de Y.
pseudotuberculosis.

Al realizar los ensayos de inmunodeteccion en
fase solida utilizando un anticuerpo contra
proteinas fosforiladas en residuos de tirosina,
observamos que en una banda de 57KDa se
observa una mayor fosforilacién, en la muestra de
eritrocitos infectados en comparacion con control.
Se ha reportado que Plasmodium falciparum
modifica la fosforilacion de proteinas en residuos
de serina y tirosina durante su desarrollo a la fase
de trofozoito (Wu et al., 2009; Pantaleo et al.,
2010a). Sin embargo, en el rango de los 57 kDa
se encuentran una gran cantidad de proteinas lo
que dificulta inferir de qué proteina se pudiera
tratar. Sera necesario complementar el presente
trabajo con la identificacion de proteinas por
espectrometria de masas, para saber qué proteinas
estan siendo afectadas por la infeccion de
eritrocitos por Y. pseudotuberculosis.

Al medir los niveles de ROS de los eritrocitos,
se encontrd6 que los eritrocitos infectados
presentaban un incremento en los niveles de ROS
respecto al control.

Conclusiones

Como resultado de la infeccién de eritrocitos
por Y. pseudotuberculosis, en el modelo de ratén.
Se observan cambios en la morfologia y
reestructuracién de actina en la membrana. Se
observaron cambios en el fosfoproteoma de
eritrocitos infectados, con incremento de
fosforilacién en residuos de tirosina.
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