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RESUMEN 

  
El citoesqueleto es una fina malla de filamentos proteicos que le da forma, resistencia y 
movimiento a la célula, y le permite interactuar con su medio, cambiar de forma y 
moverse. El citoesqueleto de actina se forma al polimerizarse actina-G (globular) y 
generar actina-F (filamentosa). El citoesqueleto de actina es muy dinámico por estar en 
constante polimerización y despolimerización, lo que es regulado por proteínas 
denominadas de unión y de relación a actina, como el complejo Arp2/3, gelsolina y 
profilina, entre otras. Varios microorganismos patógenos, como Escherichia coli 
enteropatógena (EPEC), manipulan al citoesqueleto de actina para su beneficio. EPEC, 
se adhiere a la célula hospedera y mediante un sistema de secreción tipo III le trasloca 
proteínas efectoras al citoplasma como su propio receptor, la proteína Tir, la que 
interactúa  con el citoesqueleto de actina, provocándole rearreglos que forman 
elevaciones de la membrana plasmática, ricas en actina, llamadas pedestales o lesiones 
A/E (Attaching and effacing). Los mecanismos moleculares de las bacterias para formar 
pedestales se han estudiado con detalle, pero la dinámica del citoesqueleto durante la 
formación de pedestales no se ha estudiado con la misma profundidad, ni tampoco se 
cuenta con modelos efectivos, in vitro, para el estudio de la patogenia de EPEC y la 
dinámica del citoesqueleto. Con este trabajo se caracterizó el modelo de infección de 
células RK13 con EPEC que afecta a conejos (REPEC) para formar pedestales y se dio 
inicio al estudio de la dinámica del citoesqueleto de actina durante le formación de 
pedestales. Por epifluorescencia, al marcar actina con faloidina rodaminada, se 
mostraron puntos y prolongaciones celulares con mayos marca de actina parecidos a 
pedestales en infecciones por 4 h. El análisis por microscopio confocal mostró que estas 
prolongaciones, ricas en actina, son pedestales ya que, al empalmar el canal rojo con 
Nomarski coinciden las prolongaciones celulares relacionadas con bacterias. Además, 
en ensayos de inmunofuorescencia con doble marcaje, se ve la colocalización de la 
marca de la bacteria con la marca de actina en los pedestales. Para el estudio 
ultraestructural de los pedestales, en este modelo, se prepararon muestras para 
microscopía electrónica de transmisión de infecciones de 4 h, en donde se mostraron los 
pedestales interactuando con la bacteria. Para el análisis de la plasticidad del 
citoesqueleto de actina, se infectaron células RK13 con REPEC, se tomaron muestras 
cada 30 min hasta 4 h,  se marcó actina con faloidina rodaminada y analizaron por 
epifluorescencia, en donde se encontraron pedestales a partir de las 2 h de infección, al 
llevar más allá de 4 h la infección se ve que los pedestales se conservan e incluso van 
aumentando en longitud. Al eliminar la infección con antibiótico por 1 h, después de 4 h 
de infección, los pedestales tienden a desaparecer y al reinfectar las células por 2.5 h, se 
vuelven a formar los pedestales. Luego de caracterizar el modelo de infección 
RK13/REPEC para la formación de pedestales y tener evidencias de la plasticidad del 
citoesqueleto de actina,  se continuó el estudio de la dinámica del citoesqueleto con la 
identificación subcelular del complejo Arp2/3, gelsolina y profilina, tomando muestras 
cada 30 min hasta 4 h de infección, se marcó actina con faloidina rodaminada y a las 
proteínas en estudio con anticuerpos policlonales. Al análisis con el canal rojo y verde 
simultáneamente de la microscopía confocal, se identificó coloclización de la marca del 
complejo Arp2/3 con la marca de actina en los pedestales a partir de las 2.5 horas de 
infección. Desafortunadamente, en cambio, la marca de gelsolina y profilina no 
colocalizó con marca de actina a 4 h de infección. Este modelo puede ser muy útil para 
el estudio de la dinámica de las proteínas relacionadas con los rearreglos del 
citoesqueleto de actina para la formación de pedestales y la patogenia de esta familia de  
bacterias que forman las lesiones A/E. 
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SUMMARY 

 
The cytoskeleton is a network of protein filaments that give shape, resistance and 
movement to the cell. Then, allowing interaction with the medium and changing of 
forms and motility. Actin cytoskeleton is composed of F-actin; it is the result of 
assembly of G-actin. The actin cytoskeleton is dynamic since the filaments are 
assembling and disassembling on cell demands. These processes are regulated for ARPs 
and ABPs, such as Arp2/3 complex, gelsolin and profilin. Several pathogens have 
evolved the capacity to exploit the host cells’ actin cytoskeleton for their survival, e.g., 
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) that attach to intestinal epithelial cells, while 
remaining extracellular secrete and inject virulence factors into the host cells, via the 
type III secretion system. One of these proteins delivered into the host cells is Tir, 
which serves as the receptor for bacterial attachment onto host cells and to induce actin 
cytoskeletal rearrangement to form a pedestal-like structure, known as the attaching and 
effacement (A/E) lesions. The molecular mechanisms for pedestal formation by EPEC 
have been deeply studied but actin cytoskeleton dynamics have not been studied, neither 
any models of natural host have been developed to study EPEC pathogenesis and 
dynamics of the actin cytoskeleton. There are EPEC strains that infect rabbits (REPEC) 
and are genetically and pathologically similar to EPEC and can be considered one of the 
most relevant models for the study of the pathogenesis of EPEC. The aim of this work 
was to analyze the infection models RK13/REPEC by pedestal formation (A/E lesions) 
and to initiate the study of actin cytoskeleton dynamics into pedestal formation. RK13 
cells infected with REPEC for 4 h were stained with TRITC labeled phalloidin and 
analyzed in epifluorescence and confocal microscopy - the infected cells showed actin 
condensation at several points at the cytoplasm. The actin condensations were 
confirmed by Nomarski images showing cell prolongations and interaction between 
bacteria and cell. When REPEC was marked with polyclonal antibodies, colocalization 
of the marked bacteria with actin staining in pedestals was found. These results suggest 
that REPEC induce pedestals formation in RK13 cells. In addition, a transmission 
electron microscopy study of RK13 cells infected for 4 h with REPEC showed the 
extracellular interaction of the bacteria on pedestals. Kinetics of infection every half an 
hour for 4 h, and stain actin with TRITC labeled phalloidin, epifluorescence microscopy 
study showed that after two hours pedestal structures had formed. In infections for more 
than 4 h, pedestal lengthening was observed and if the infection was eliminated with 
antibiotics, the pedestals disappeared. With re-infections of RK13 cells by REPEC for 
2.5 h pedestals turned on, after which they disappeared. After characterizing the model 
RK13/REPEC by pedestal formation, we proceeded to the subcellular identification of 
Arp2/3 complex, galsolin and profilin by means of an immunofluorescence assay with 
the aim of initiating the actin cytoskeleton dynamics study. For 4 h, every 30 min after 
infection the cells were prepared and actin was stained with TRITC labeled phalloidin 
and the proteins in question were marked with polyclonal antibodies. Confocal 
microscopy analysis of all preparations of each of the proteins showed that the Arp2/3 
complex colocalization with actin in pedestals was found 2.5 h after infection. Gelsolin 
and profilin were not found in pedestals. These results suggest that the Arp2/3 complex 
remains in pedestals for actin assembly to maintain pedestals. All these results, 
demonstrate that the dynamics of actin cytoskeleton are manifested in this infection 
model. This model will be of great utility to study the dynamics of actin cytoskeleton, 
and can also be used as an animal model in rabbits infected in natural hosts by REPEC. 
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INTRODUCCIÓN 

 
Citoesqueleto de actina 

El citoesqueleto es una fina malla de filamentos proteicos que le da forma, 

resistencia y movimiento a la célula, le permite interactuar con su medio, cambiar de 

forma y moverse, así como, realizar rearreglos internos para crecer o dividirse. El 

citoesqueleto se constituye de microtúbulos, filamentos intermedios y filamentos de 

actina (Alberts et al., 2002; Pollard and Borisy, 2003). El citoesqueleto de actina se 

forma por la proteína más abundante de la célula, la actina, la cual se encuentra como 

actina-G o globular y actina-F o filamentosa (Welch and Mullis, 2002). La actina-G es 

una proteína monomérica polar de 43 kDa, formada por 4 subunidades y una hendidura 

que en el fondo presenta el sitio de unión a ATP y Mg+ (Fig. 1). La actina-G presenta 

mayor velocidad para polimerizar en el extremo más (+) que en el extremo menos (-)  

(Alberts et al., 2002; Darnell et al., 2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

LA actina-G se encuentra unida a ATP o ADP (denominadas como actina T o 

actina D respectivamente), para poder polimerizar actina debe estar unida a ATP, al 

polimerizarse se hidroliza el ATP y se libera fósforo inorgánico (Pi), quedando como 

actina D en un estado inestable con tendencia a despolimerizar. Una vez que la actina-D 

Fig. 1. Cristalografía de una molécula de actina-G. 

Consta de 4 subunidades, las subunidades 2 y 4 están 
separadas por una hendidura que en el fondo presenta 

el sitio de unión a ATP y Mg+ (flecha). La molécula 
de actina presenta polaridad, el polo más polimeriza 
con mayor rapidéz y el polo menos polimeriza con 
menor velocidad (Modificado de DosRemedios, 
2003).  

 1 

2 

3 

4 

Extremo más 

Extremo menos 
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se libera, recambia ADP por ATP y queda nuevamente activa para su polimerización 

(Pollard and Borisy, 2003). 

  Los filamentos de actina se forman por dos protofilamentos dispuestos en forma 

de hélice que se entrecruzan para formar retículos o se unen paralelamente para formar 

haces (Pollard and Borisy 2003). La forma reticular es tridimensional en el citoplasma y 

plana en la corteza celular, esta última puede elevar la membrana plasmática para 

formar prolongaciones dinámicas como lamelipodios ó filopodios durante el 

movimiento celular, así como prolongaciones estáticas en las microvellosidades (Fig. 

2A y B) (Svitkina and Borisy, 1999; Svitkina et al., 2003; Darnell et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La polimerización de actina consta de 3 fases: 1) fase de nucleación, consiste en 

la asociación de 3 ó 4 monómeros de actina para formar a un oligómero; 2) fase de 

elongación, es la agregación de actina-G en el extremo (+) del oligómero para formar un 

protofilamento; y 3) fase estacionaria, se refiere al estado de equilibrio entre la 

polimerización y despolimerización de actina en el filamento (Alberts et al., 2002). El 

  

                          

  

  

  

  

Fig. 2. Microscopía electrónica de barrido del citoesqueleto de actina.  Panel A) Muestra la  
forma reticular del citoesqueleto de de actina dispuesto  en el citoplasma y en la corteza celular.  
También muestra como se extienden los filamentos en forma de haces en las prolongaciones   
celulares. Panel B) Muestra una amplificación de haces de filamentos de actina en 
microvellosidades 
   
  (Darnell et al., 2005) .   

A   B   

Haces en  
microvellosidades   

Retículo   

Haces   

B   A   
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proceso de polimerización y despolimerización de actina es regulado por proteínas de 

unión y aquellas relacionadas a actina (ABPs y ARPs, respectivamente) como gelsolina, 

profilina y el complejo Arp2/3, entre otras (Welch and Mullins, 2002; Pollard and 

Borisy, 2003; Dos Remedios et al., 2003). 

 

Proteínas que regulan la polimerización de actina  

El complejo Arp2/3 es un conjunto de 7 proteínas, dos de las cuales son ARP, 

(Arp2 y Arp3), las otras 5 son pequeñas subunidades, llamadas p41, p34, p21, p20 y 

p16. Al unirse Arp2 y Arp3 forman el complejo Arp2/3 que al estar activado es capaz 

de inducir la nucleación de actina monomérica para iniciar su polimerización. El 

complejo Arp2/3 se encuentra inactivo en la célula y es activado por factores que 

promueven la polimerización de actina como la proteína WASP (del inglés Wiskott-

Aldrich syndrome protein), estos factores al interactuar con el complejo Arp2/3 le 

provocan cambios conformacionales, lo que le permite unirse a monómeros de actina 

para su nucleación e iniciar la formación de un nuevo filamento de actina (Machescky et 

al., 1999; Weaver et al., 2003; Dayel and Mullins, 2004; Rodal et al., 2005) (Fig. 3A). 

Recientemente se ha visto que Arp2 hidroliza ATP, de manera similar a como lo hace 

actina para polimerizar, pero aún no se sabe si es determinante esta hidrólisis para 

unirse la actina y formar un sitio de nucleación (Kovar, 2006; Martin et al., 2006). El 

complejo Arp2/3 activo tiene la capacidad de unirse a los lados de filamentos 

preexistentes para formar ramificaciones con un ángulo de 70º (Fig. 3B y C). De esta 

manera se va formando un retículo de filamentos de actina que al extenderse, protruye a 

la membrana para formar prolongaciones como lamelipodios o filopodios en el borde 

líder de la célula durante su locomoción (Borisy and Svitkina, 2000; Pantaloni et al., 

2000; Pollard and Borisy, 2003).  
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Profilina es una pequeña proteína citosólica de 15 kDa que se encuentra 

esencialmente unida a monómeros de actina-G en una relación de 1:1 (Gutsche-

Perelroizen et al., 1999). La profilina contribuye en el intercambio de ATP por ADP 

durante el ensamblaje de los monómeros de actina, para esto, se une en el lado opuesto 

de la hendidura de unión para ATP en los monómeros de actina permitiendo que las 

moléculas liberadas de los filamentos de actina puedan captar nuevamente ATP y 

reponer la concentración de actina-G. Otra función de profilina es liberar monómeros de 

actina-G compitiendo con timosina (una pequeña proteína “secuestradora” de actina) 

(Ballweber et al., 1998) para transportarlos al sitio de la célula donde la actina esté 

polimerizando, promoviendo su ensamblaje (Fig. 4). Profilina termina disociándose de 

actina por la interacción con PIP y PIP2 que le impiden mantenerse unida a actina. Dado 

que este fosfolípido es de membrana, al unirse con este elemento. Profilina también 

Fig. 3. Representación esquemática de cómo el complejo Arp2/3 inicia la polimerización de 

actina. A) El complejo Arp2/3 es activado por las proteínas WASP/Scar y nuclea monómeros 
de actina para iniciar la polimerización. B) El Complejo Arp2/3 tiene la capacidad de unirse a 
los lados de filamentos preexistentes e iniciar la polimerización de un nuevo filamento formando 
un ángulo de 70º. C) Microgafía electrónica de transmisión mostrando ramificaciones de 
filamentos de actina. Los filamentos se entrecruzan para formar una red que protruye la 
membran plasmática para formar lamelipodios u otras prolongaciones celulares. (Tomado de 
Alberts et al., 2002) 
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participa en la transmisión de señales entre la membrana plasmática y el citoesqueleto 

(Dos Remedios et al., 2003; Darnell et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gelsolina es una proteína de 80 kDa que pertenece a la familia de las ABPs, se 

expresa en todas las células eucariotas y tiene una gran afinidad por los filamentos de 

actina. Gelsolina corta filamentos de actina al unirse a ellos, les provoca cambios 

conformacionales  y afecta la tensión en las subunidades dando como resultado su 

separación (Fig. 5) (Renault et al., 2001; DosRemedios et al., 2003; McGough et al., 

2003). Gelsolina además cubre el extremo (+) de los fragmentos de actina resultantes 

del corte, evitando así que se unan y polimericen, esta acción de gelsolina es regulada 

por calcio (Robinson et al., 1999; Choe et al., 2002). Al disminuir el calcio, se desactiva 

gelsolina y se desprende del extremo de filamento de actina que está cubriendo, este 

mecanismo proporciona un gran número de extremos que se pueden unir entre ellos 

generando una rápida extensión de filamentos que pueden redireccionar el movimiento 

celular (Southwick et al., 2000; DosRemedios et al., 2003). Por esta particularidad, 

gelsolina es esencial en movimientos rápidos de las células (Renault et al., 2001; 

McGough et al., 2003). Gelsolina también es regulada con la unión a PIP2, el cual evita 

Fig. 4. Profilina compite con timosina. Actina es secuestrada por timosina y le evita que 
polimerice. Profilina se une al complejo actina-timosina, libera a monómeros de actina y los 
lleva al extremo más de filamentos de actina para su polimerización. De esta forma se 
mantiene el equilibrio entre monómeros secuestrados y libres (Tomado de Alberts et al., 2002) 
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que se una a actina. Así, la hidrólisis del PIP2 libera a gelsolina que induce 

inmediatamente el corte de filamentos de actina (DosRemedios et al., 2003; Darnell et 

al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existen otras proteínas que regulan la polimerización y despolimerización de 

actina como cofilinas y timosina. Las cofilinas son una familia de proteínas pequeñas 

de 15 a 19 kDa y se conocen como factores de despolimerización (ADF/cofilin). Estas 

proteínas se expresan en todas las células eucariotas y se distribuyen por todo el 

citoplasma de las células en reposo, en células en movimiento se reclutan a la zona 

cortical, en donde el citoesqueleto de actina es muy dinámico. Cofilina se une a los 

filamentos de actina, los despolimeriza y proporciona la rápida  disposición de los 

monómeros de actina libres para unirse a ATP y polimerizar nuevamente en la 

formación de prolongaciones celulares como “rufles” y lamelipodios, necesarios en el 

desplazamiento celular (Fig. 6). Las funciones celulares de cofilina son: 1) mantener la 

concentración de monómeros de actina para ser reciclados; 2) promover la 

despolimerización de filamentos de actina cuando ya no son necesarios o se encuentren 

Actina-ADP 

Gelsolina 

Fig. 5. Gelsolina se une a filamentos de actina,  los daña y los corta. A) Gelsolina (rojo) unida 
actina-ADP (gris) en su extremo (+). B) Esquema que muestra como las 6 unidades de gelsolina se 
unen a 3 monómeros de actina-ADP para provocarles cambios conformacionales y separarlas para 
producir el corte de los filamentos de actina. Con esto gelsolina colabora en la despolimerización 
de actina o en el redireccionamiento del ensamble de los filamentos (DosRemedios et al., 2003). 

A 
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bloqueados en el extremo (+) por proteínas de recubrimiento (“camping”) como capZ; 

3) nuclea fragmentos de filamentos de actina, principalmente los fragmentos bloqueados 

por CapZ; 4) Se une a actina D para bloquear el intercambio de nucleótidos e inhibir el 

ensamble de actina; y 5) daña filamentos de actina cortando grandes fragmentos 

(Alberts et al., 2002; DosRemedios et al., 2003; Darnell et al., 2005). 

Timosina, es una proteína muy pequeña de aproximadamente 5 kDa, se 

encuentra distribuida en todas las células y su nivel de concentración varía entre tejidos, 

es muy alto en tejido nervioso y células circulantes como plaquetas, leucocitos y 

macrófagos. Su función es secuestrar monómeros de actina uniéndose a ellos en una 

relación de 1:1 para evitar que polimericen (Alberts et al., 2002). 

 

Protrusión de la membrana plasmática por la polimerización de actina 

Receptores de membrana captan señales extracelulares que activan a las 

pequeñas proteínas GTPasas de la familia Rho y a PIP2, éstos a su vez, activan a 

factores de polimerización de actina como las proteínas WASP/Scar, las que al 

interactuar con el complejo Arp2/3 causan cambios conformacionales que le permiten 

unirse a dos monómeros de actina e iniciar la formación de un nuevo filamento. Como 

se mencionó antes, el complejo Arp2/3 se une a un lado de filamentos preexistentes en 

ángulo de 70º formando así, una malla de filamentos de actina que al ir creciendo 

protruye la membrana plasmática para formar extensiones celulares como lamelipodios 

(Fig. 6). La elongación de los filamentos de actina que protruyen la membrana 

plasmática, se controla con las proteínas de recubrimiento (proteínas “capping”) como 

CapZ. Estas proteínas cubren el extremo (+) de los filamentos y previenen el 

alargamiento excesivo de los filamentos de actina. Para la regresión de la protrusión 

membranal, las cofilinas y gelsolina cortan los filamentos de actina para liberar 
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monómeros de actina D. Los monómeros liberados son captados por profilina para 

catalizar el intercambio de ADP por ATP y proporcionar actina T para iniciar un nuevo 

ciclo de polimerización  (Fig. 6) (Machesky et al., 1999; Golberg, 2001; Dos Remedios 

et al., 2003; Pollard and Borisy, 2003; Biyasheva et al., 2003; Millard et al., 2004; 

Martin et al., 2006. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Microorganismos patógenos manipulan el citoesqueleto para su beneficio 

Los microorganismos patógenos a través de su evolución han adquirido 

mecanismos moleculares para manipular diferentes sistemas de las células hospederas 

para su beneficio. Ante esto, en las tres últimas décadas ha resurgido un gran interés en 

estudiar los mecanismos celulares y moleculares en la patogenia microbiana (Vallance 

Fig. 6. Modelo de protrusión de membrana por la fuerza de polimerización de actina. 
Estímulos extracelulares activan a las GTPasas y PIP2, éstos activan a WASP/Scar que, a su vez, 
activan al complejo Arp2/3 que inicia la formación de un nuevo filamento formando un ángulo de 
70º con otro preexistente, los filamentos que se van formando tienen su extremo (+) hacia la 
membrana que la protruyen al extenderse. La extensión de los filamentos la detienen las proteínas de 
recubrimiento, mientras que la protrusión membranal se retrae al ser dañados los filamentos por 
cofilina y despolimerizarse liberando actina unida a ADP. Profilina cataliza el intercambio de ADP 
por ATP en actina despolimerizada y la lleva a polimerizar nuevamente (Pollard y Borisy, 2003; 
Millard et al., 2004) 
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and Finlay, 2000; Gruengeid and Finlay, 2003). Muchos trabajos se han enfocado a 

estudiar los mecanismos empleados por diversas bacterias para explotar los 

componentes celulares como la membrana plasmática, vías de transducción de señal y el 

citoesqueleto para colonizar e internalizarse a la célula hospedera para replicarse, 

desplazarse dentro de ella y salir para alcanzar a otra célula vecina (Fig. 7) (Suzuki and 

Sasakawua, 2001; Gouin et al., 2005). Existen patógenos extracelulares que también 

aprovechan sistemas celulares como el citoesqueleto de actina, ya que cuentan con 

procesos moleculares para unirse a la célula hospedera y por complicados mecanismos 

traslocan proteínas efectoras que manipulan vías de transducción de señal y producen 

rearreglos del citoesqueleto para su beneficio (Vallance and Finlay, 2000; Gruenhaid 

and Finlay, 2003; Gouin et al., 2005). 
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Fig. 7. Representación esquemática de varios estados de infección por (a) EPEC, (b) 

Listeria, (c) Shigella y (d) Virus vaccinia. EPEC se une a la membrana de la célula hospedera y 
le inyecta proteínas efectoras para generar rearreglos del citoesqueleto y formar pedestales. 
Listeria entra a la célula no fagocítica por el mecanismo de cremallera y se desplaza mediante la 
polimerización de actina. Shigella se internaliza por el mecanismo de disparo y también se 
desplaza por polimerización de actina. El virus vaccinia se desplaza por microtúbulos y es 
expulsado por filamentos de actina formando un pedestal (Gouin et al., 2005). 

(a) 
(b) 

(c) (d) 



 10 

Listeria monocitogenes, Shigella flexneri y Rickettsia spp, son ejemplos de 

patógenos intracelulares que explotan el citoesqueleto de actina de la célula hospedera, 

para esto cuentan con factores que activan al complejo Arp2/3 similar a como lo hacen 

los factores de las células eucariotas que activan al complejo. Así, estos patógenos 

aprovechan la fuerza de propulsión de polimerización de actina para moverse dentro de 

la célula y salir para alcanzar otra célula vecina e invadirla (Goldberg et al., 2001; Lee 

and De Camilla, 2002; Gouin et al., 2005).  

Escherichia coli enteropatógena (EPEC) es una de las bacterias extracelulares 

que manipulan el citoesqueleto de actina para su beneficio, se adhiere a la superficie 

externa de los enterocitos e inyecta sus proteínas efectoras para afectar la célula huésped 

(Gruenheid and Finlay, 2003; Gouin et al., 2005; Marjomäki and Schaible, 2005).  

 

Escherichia coli enteropatógena (EPEC) 

EPEC es una bacteria Gram negativa que causa diarrea aguda y persistente en 

niños, además de una alta mortalidad y morbilidad en países en desarrollo (Cantey and 

Blake, 1997; Nataro and Kaper, 1998). EPEC afecta humanos y animales como el 

conejo, ratón, perro, porcino, ovino y bovino (Moon et al., 1983; Knutton et al., 1987; 

Kenny and Finlay, 1997; Sekiya et al., 2001; Greunheid and Finlay, 2003). En su 

patogenia EPEC coloniza la mucosa intestinal, destruye las microvellosidades y produce 

las lesiones A/E (del Inglés “attaching and effacing”) que se manifiestan con la 

formación de elevaciones de la membrana plasmática ricas en actina de la célula 

huésped,  denominadas pedestales (Moon et al., 1983; Knutton et al., 1987; Kenny and 

Finlay, 1997; Freeman et al 2000; Sekiya et al., 2001) (Fig. 8). 

Los mecanismos moleculares para la formación de las lesiones A/E empieza con 

la adhesión inicial de EPEC a la célula huésped mediante el pilus BFP, luego hay 
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destrucción de microvellosidades. Posteriormente, mediante un sistema de secreción 

tipo III (TTSS) (Fig. 9A), EPEC trasloca proteínas efectoras desde su interior hasta el 

citoplasma de la célula huésped incluyendo a su propio receptor, Tir (del inglés 

“translocated intimin receptor”) (Kenny et al., 1997). Tir se inserta en la membrana 

plasmática adquiriendo la forma de un asa con cinco dominios, siendo el dominio 

central el que queda expuesto, dos dominios son transmembranales y dos dominios 

intracitoplasmáticos (Kenny, 1999). Tir interactúa con el dominio expuesto, con una 

proteína de superficie bacteriana, denominada intimina (Fig. 9B) (Bachelor et al., 2000) 

mientras que con los dominios intracitoplasmáticos interactúa con el citoesqueleto de 

actina provocando el reclutamiento de proteína de unión y de relación a actina por 

debajo del sitio de unión de la bacteria. Este proceso desencadena rearreglos del 

citoesqueleto de actina para la formación de los pedestales (Fig. 9B) (Cantarelli et al. 

2001; Gruenheid et al., 2001; Gosney et al. 2001; Campellone et al., 2002; Huang et al., 

2002; Tampakaki et al., 2004). 

 

 

 

 

 

La capacidad de EPEC para formar las lesiones A/E depende del TTSS, el cual 

está constituido por proteínas codificadas en varios genes bacterianos que se ubican en 

la isla de patogenicidad llamada LEE (del inglés “Locus of Enterocyte Effacement”) 

(McDaniel and Kaper, 1997; Abe et al., 1998; Elliott et al., 1998). Las proteínas 

expresadas por los genes de LEE incluyen las que forman el TTSS, más las proteínas 

efectoras que son translocadas al citoplasma de la célula huésped a través del TTSS 

Fig. 8. Inmunofluorescencia de los pedestales. 
Células HeLa  infectadas con EPEC mostrando 
elevaciones de la membrana ricas en actina que forman 
los pedestales (flechas). El núcleo de la célula 
hospedera se marcó con DAPI. La barra indica 5 µm. 
(Tomado de Goosney et al., 2001) 

Núcleo 
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(Germandia et al., 2005 and Chen et al., 2005). Para inducir la formación de pedestales 

por EPEC, es necesario que Tir sea fosforilado en sus dominios intracitoplasmáticos 

(DeVinney et al., 2001; Frankel et al., 2001; Campellone and Long, 2005; Chen and 

Frankel, 2005). Tir interactúa con actina y otras proteínas del citoesqueleto, altera vías 

de señalización activando WASP mediante la proteína adaptadora Nck para que, a su 

vez, active al complejo Arp2/3 e inicie la polimerización de actina para formar los 

pedestales (Carlier et al., 2001; Gruenheid et al., 2001; Campellone et al., 2002; 

Campellone et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reclutamiento de proteínas al sitio de formación de los pedestales 

Se han identificado proteínas ABPs y ARPs entre las reclutadas a los sitios de 

unión bacteriana y en los pedestales. Freeman et al., (2000) reportaron proteínas 

ubicadas en toda la extensión del pedestal como α-actinina, el complejo Arp2/3, VASP, 
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Fig. 9. Modelo esquemático del sistema de secreción tipo III. (Panel A) Una serie de anillos se 
ensamblan en las membranas interna y externa de la bacteria para soportar el complejo aguja. EspA 
polimeriza para extender el filamento y alcanzar la célula huésped. EspB y D son traslocadas a la 
membrana de la célula hospedera para formar poros. A través de todo el aparato que forma el TTSS, 
se traslocan proteínas efectoras hasta el citoplasma de la célula huésped como Tir. (Panel B) Tir se 
fosforila, interactúa con el citoesqueleto de actina y se ancla a la membrana de la célula hospedera 
quedando un dominio intermedio expuesto para interactuar con intimina y con los dominios C y N-
terminal provoca rearreglos del citoesqueleto para formar los pedestales. 
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WASP, ERM, talina, villina y vinculina, y en la base de los pedestales a miosina y 

tropomiosina (Fig. 10). Goosney et al. (2001), estudiaron 25 proteínas para saber cuáles  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

se reclutaban a los pedestales formados por EPEC en células HeLa encontrando, además 

de las proteínas reportadas por Freeman et al. (2000) a calpactina, cofilina, gelsolina, 

zixina, cortactina, ezrina y paxilina, la proteína de membrana CD40 y proteínas 

adaptadoras Grb2, CrkII y Shc. Zobiak et al. (2001) identificaron reclutada en los 

pedestales a la anexina 2, mientras que Batchelor et al. (2004) encontraron que una 

proteína de filamentos intermedios, la citoqueratina 18 interactúa con Tir. Otros 

estudios han reportado que varias de estas proteínas son indispensables para la 

formación de los pedestales, como talina y cortactina (Cantarelli et al., 2001; 2002; 

2006), la proteína adaptadora Nck que es necesaria para reclutar a WASP y activar al 

complejo Arp2/3, por lo que es esencial para la formación de pedestales (Gruenheid et 

al., 2001; Campellone et al., 2002). Lommel et al. (2004) demostraron que N-WASP 

también es necesaria para formar los pedestales al activar al complejo Arp2/3, aunque 

los mecanismos moleculares involucrados en estos procesos aún no se conocen 

(Unsworth et al., 2006). Estudios recientes in vivo, siguen investigando la importancia 

Fig. 10. Modelo de un pedestal con 

proteínas del citoesqueleto reclutadas. 
Este modelo muestra la ubicación de las 
proteínas que se unen a Tir en los 
pedestales y su posición con respecto a los 
filamentos de actina. Las proteínas 
enlistadas en el lado izquierdo se han 
encontrado distribuidas en toda la 
extensión de los pedestales y las del lado 
derecho en la base de los mismos. (Tomado 
de Freeman et al., 2000). 
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de la interacción Tir-intimina para la colonización de diferentes hospederos y viendo la 

función de  proteínas acopladoras (EccP) como EspF en la formación de pedestales de 

actina (Vlisidou et al., 2006). 

 

Escherichia coli enteropatógena para conejo (REPEC) 

Escherichia coli enteropatógena para conejo (REPEC) forma pedestales en los 

enterocitos de conejo (Robins-Browne et al., 1994), de manera similar a como lo hace 

EPEC en los enterocitos de humano (Zhu et al., 2001), de ahí que la infección de la 

mucosa intestinal de conejo por REPEC se considere un modelo animal muy importante 

para las investigaciones sobre la patogenia de EPEC en un huésped natural (Milon et al., 

1999). Otro modelo animal considerado importante para el estudio de infecciones de 

EPEC y EHEC es Citrobacter rodentium que afecta a ratones. C. rodentium  coloniza el 

intestino grueso del ratón, trasloca a Tir a la célula hospedera para formar pedestales en 

una forma similar a EPEC y produce hiperplasia de colon (Deng et al., 2003). Este 

modelo tiene limitantes, una importante es que C. rodentium no es del mismo género de 

E. coli y otras son que produce hiperplasia sin aparente inflamación, infecta al colon y 

no al intestino delgado y no provoca diarrea a los ratones. Por otro lado, también se han 

usado líneas celulares (HeLa, PtK2, Caco-2) como modelospara estudiar los 

mecanismos moleculares y los rearreglos del citoesqueleto en infecciones de EPEC 

(Sanger et al., 1996; Goosney et al., 2001; Freeman et al., 2000; Shaner et al., 2005). En 

este sentido, también es posible utilizar REPEC para infectar la línea celular RK13 

(células epiteliales de riñón de conejo) para después llevarlo al hospedero natural, el 

conejo (Milon et al., 1999). Hasta ahora, únicamente Marchés et al., (2000), ha utilizado 

este modelo para conocer el papel de Tir e intimina como factores de virulencia en la 

infección con REPEC, usando la cepa O103 silvestre y mutantes en intimina y Tir.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El citoesqueleto de actina es un sistema importante y dinámico de la célula por 

estar en constante polimerización y despolimerización para responder a movimientos 

que necesiten las células. A través de la evolución los microorganismos patógenos han 

adquirido mecanismos para manipular sistemas de la célula hospedera para su beneficio, 

como EPEC que trasloca proteínas efectoras al citoplasma de la célula hospedera, 

mediante un sistema de secreción tipo III, causando daño al citoesqueleto de actina. Una 

de las proteínas efectoras que trasloca EPEC es su propio receptor, la proteína Tir, que 

se ancla a la membrana plasmática para actuar como receptor de la proteína se 

superficie bacteriana, llamada intimina (Keny et al., 1997). Con sus dominios 

intracitoplasmáticos, Tir interactúa con proteínas del citoesqueleto de actina para 

provocarle rearreglos y formar elevaciones de la membrana plasmática, ricas en actina, 

conocidas como pedestales por debajo del sitio de unión de la bacteria (Nataro and 

Kaper, 1998). En los pedestales, además de la acumulación de filamentos de actina, se 

han identificado reclutadas varias proteínas del citoesqueleto como WASP, el complejo 

Arp2/3, gelsolina, profilina, α-actinina, talina, villina y vinculina entre otras (Sanger et 

al., 1996; Freeman et al., 2000; Goosney et al., 2001). Los mecanismos moleculares 

bacterianos para la formación de pedestales se han estudiado con detalle, pero la 

dinámica de las moléculas del citoesqueleto de actina no se ha realizado con la misma 

amplitud. 

Debido a que el hospedero natural de EPEC es el humano, se han tenido 

limitaciones para estudiar con detalle los mecanismos moleculares de su patogenia, por 

eso se han utilizado modelos, in vitro, en líneas celulares que en su mayoría han sido de 

origen humano. in vivo, se ha trabajado en animales pero se han utilizado muy poco 

como el conejo con REPEC y en ratón con C. rodentium. Con el propósito de contar 
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con un modelo celular que se pueda controlar a nivel laboratorio y poder seguir 

estudiando los mecanismos moleculares de las infecciones de EPEC y otras bacteria 

formadoras de las lesiones A/E y determinar la dinámica de las proteínas del 

citoesqueleto de actina durante la formación de pedestales, se analizó un modelo de 

infección en una línea celular que sea del hospedero natural como las células RK13 

infectadas con REPEC y así realizar el estudio molecular detallado para contestar 

preguntas como las siguientes: ¿en qué tiempo y orden se dan los eventos moleculares 

desde el inicio de la infección?, ¿en dónde se ubican las diferentes moléculas durante el 

reacomodo del citoesqueleto de actina?, ¿qué moléculas son activadas y desactivadas? y 

¿cómo y quién regula la polimerización y despolimerización de actina en la formación 

de pedestales?, entre otras.  
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OBJETIVOS  

 

Objetivo general 

 
Estandarizar el modelo de infección REPEC/RK13 para la formación de 

pedestales in vitro y dar inicio al estudio de la dinámica del citoesqueleto de actina y de 

proteínas de unión a actina durante los rearreglos del citoesqueleto que se dan en la 

formación de los pedestales a diferentes tiempos de infección. 

 
Objetivos particulares 

 
1. Analizar la formación de pedestales por epifluorescencia, microscopía confocal 

y microscopía electrónica de transmisión en el modelo de infección 

RK13/REPEC.  

2. Determinar por inmunofluorescencia, el tiempo de infección en el que se 

presentan los pedestales en células RK13 infectadas con REPEC. 

3. Realizar el estudio temporal de los pedestales formados en células RK13 

infectadas con REPEC durante 4 h de infección. 

4. Analizar el comportamiento de los pedestales después de 4 h de infección de 

células RK13 por REPEC. 

5. Determinar el comportamiento de los pedestales al eliminar la infección y 

durante la reinfección. 

6. Conocer la localización subcelular, cada 30 minutos del complejo Arp2/3, 

gelsolina y profilina en células RK13 infectadas por REPEC. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Línea celular y cepa bacteriana utilizados en este estudio  

Para este trabajo se utilizó la línea celular RK13 (células epiteliales derivadas de 

riñón de conejo). Las células se cultivaron utilizando medio de cultivo Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 5% de suero fetal bovino y 1% 

de penicilina-estreptomicina (5000 UI de penicilina/500 μg de estreptomicina por ml) a 

37º C con una atmósfera de 5% de CO2. La cepa bacteriana utilizada en este trabajo fue 

E22 serotipo O103 de Escherichia coli enteropatógena que afecta al conejo (REPEC). 

Las bacterias fueron cultivadas en medio Luria Bertani (LB) sin antibiótico. 

 

Reactivos y anticuerpos  

Para marcar actina-F se usó faloidina rodaminada (TRITC labeled Falloidin, 

Sigma) a una dilución de 1:100. Para identificar al complejo Arp2/3, gelsolina y 

profilina se utilizaron anticuerpos policlonales hechos en cabra (Goat polyclonal IgG, 

Santa Cruz) para cada proteína, a una dilución 1:20 en PBS. La bacteria REPEC se 

marcó con un anticuerpo policlonal que reconoce proteínas de superficie bacteriana con 

el que se cuenta en nuestro laboratorio (Suero Polivalente anti E2348/69), también se 

usó a una dilución 1:20. 

 

Infección de células RK13 con REPEC  

Las células RK13 fueron crecidas hasta 70 a 80% de confluencia, en cajas de 

cultivo a las que se le depositaron cubreobjetos de vidrio estériles con el fin que las 

células crecieran adheridas a éstos. Para la infección de los cultivos celulares, se tomó 

con asa estéril una colonia de REPEC y se inoculó en 5 ml de medio de cultivo LB. El 

cultivo se incubó toda la noche a 37º C con agitación constante (200 rpm). Al siguiente 
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día se adicionó 2 ml de DMEM al cultivo bacteriano y se incubó por 2 h más bajo las 

mismas condiciones, después se centrifugó a 2500 × g durante 3 min, se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 5 ml de DMEM. Los cultivos celulares se 

lavaron tres veces con DMEM no suplementado, sin antibiótico y se dejaron con 2 ml 

de DMEM sin antibiótico, se adicionaron 50 µl de la resuspensión  del cultivo 

bacteriano y se mantuvo el cultivo celular con las bacterias en incubación a 37º C en 

una atmósfera de 5% de CO2 durante el tiempo requerido para los diferentes 

experimentos. 

 

Ensayos de inmunofluorescencia (IF)  

Para estos ensayos nos basamos en lo reportado por Goosney et al., 2001, 

modificando lo necesario para adaptarlo nuestra línea celular. Las células RK13 

crecidas en cubreobjetos fueron infectadas con REPEC durante el tiempo requerido para 

cada experimento (4 a 7 horas). Para los ensayos de IF, se tomaron los cubreobjetos con 

las células infectadas y se lavaron con amortiguador salino de fosfatos (PBS) y se 

fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.2 durante 20 min (todos los pasos se 

hicieron a temperatura ambiente excepto cuando se indique otra cosa). La células fijadas 

se lavaron gentilmente 6 veces con PBS, se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.1% 

durante 15 min, se lavaron nuevamente 6 veces con PBS y se bloquearon con albúmina 

sérica bovina (BSA) al 1% en PBS durante 20 min.  Se hicieron tres tipos de marcaje, 

cultivos en los que únicamente se marcó actina, cultivos en los que se marcó actina y a 

la bacteria y cultivos en los que se marcó actina y Arp2. Para los primeros cultivos, 

después de bloquear con BSA se incubaron 20 min con faloidina rodaminada. En el 

caso de los cultivos de dobles marcajes, se bloquearon con BSA durante 20 min, luego 

se incubaron por toda la noche a 4º C con el anticuerpo primario (anti E2348/69 para 
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proteínas de superficie bacteriana o los anti-Arp2, gelsolina y profilina) y se lavaron con 

PBS.  Después de las dos horas, se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado 

con fluoresceína por 2 horas a temperatura ambiente, se lavaron los cultivos con PBS y 

finalmente se incubaron con faloidina rodaminada durante 20 min. En todos los casos al 

final se lavaron los cultivos con PBS y se montaron en portaobjetos con gelvatol 

(SIGMA) y parafenildiamina al 10% para analizarlos al microscopio de epifluorescencia 

y confocal.  

 

Microscopía confocal 

Las muestras preparadas por inmunofluorescencia, se observaron al microscopio 

confocal (Leica, SP2), se realizaron cortes ópticos de 0.5 µ a 66 y 100 aumentos, 

haciendo el análisis de las muestras en secciones, colectas y en “merge” o empalme. Se 

hicieron tomas de imágenes con óptica de Nomarski para mostrar las células y bacterias, 

luego se hizo la sobreposición de la imagen marcada para mostrar la colocalización de 

las proteínas en estudio con los pedestales y su relación con la bacteria.  

 

Microscopía electrónica de transmisión  

Los cultivos celulares se crecieron e infectaron por 4 h como se indicó 

anteriormente y se fijaron con solución de Karnouski (5.6 ml de glutaraldehido al 25%, 

11.2 ml de paraformaldehido al 10%, 13.2 de agua desionizada, 26 ml de PBS, pH 7.4) 

esto dio un volumen total de 56 ml  quedando los porcentajes finales de los fijadores 

como sigue: glutaraldehido 2.5%, paraformaldheido 20%. Posteriormente la monocapa 

se levantó con gendarme y las células se lavaron tres veces con PBS centrifugando a 

1000 × g por 3 min. Se lavaron 3 veces con agua bidestilada filtrada. Se postfijaron con 

0.5 ml de tetraóxido de osmio al 1% en PBS por 1 h, se centrífugaron 1000 × g por 3 
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min y lavaron 3 veces con agua bidestilada. Las muestras fueron deshidratadas con 

alcoholes a concentraciones ascendentes (30, 50 y 70% por 10 min y 100% durante 20 

min). Posteriormente las células  se incluyeron en resina de Spurr, pasando las muestras 

sucesivamente en soluciones de resina/alcohol absoluto a diferentes diluciones (1:3, 2:2 

y 3:1) durante 2 h en cada una, para posteriormente incluir la muestra en resina pura, en 

dos incubaciones de 2 h y 1 h, respectivamente, para finalmente polimerizar la resina a 

60° C durante 36 h. Una vez incluidas las muestras, se realizaron cortes ultrafinos los 

cuales fueron teñidos con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser analizados al 

microscopio electrónico de transmisión (Jeol M 900).  
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RESULTADOS 

Células RK13 infectadas con REPEC denotan sitios ricos en actina, los pedestales 

  

Como prueba inicial para caracterizar la formación de pedestales con el modelo 

de infección RK13/REPEC, se prepararon monocapas de células RK13 y se infectaron 

con cultivos bacterianos de REPEC O132. A las 4 h post-infección, las células se 

prepararon para microscopía de fluorescencia, la actina polimerizada fue teñida con 

faloidina rodaminada tanto en células infectadas como no infectadas. Las preparaciones 

se observaron al microscopía de epifluorescencia y confocal. Las células no infectadas 

mostraron la característica disposición del citoesqueleto de actina de células normales, 

viéndose las fibras de tensión con claridad (Fig. 11A). Mientras que las células RK13 

infectadas con REPEC mostraron acúmulos de actina dentro del citoplasma de dichas 

células (Fig. 11B); estas estructuras ricas en actina son características de los pedestales 

formados en células humanas infectadas con EPEC aislada de niños. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Epifluorescencia de células RK13 infectadas con REPEC muestran sitios de mayor 

marca de actina. Células RK13 fueron crecidas, se infectaron con REPEC por 4 h y se marcó 
actina con faloidina rodaminada. (Panel A) células no infectadas no muestran sitos específicas 
de marca de actina. (Panel B) células infectadas por 4 h muestran varios puntos específicos  de 
mayor marca de actina (flechas). Esto sugiere la formación de pedestales.   

A B 
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 Para identificar inequívocamente que estos acúmulos de actina fueran pedestales 

ricos en actina, las preparaciones de células infectadas con REPEC fueron analizadas 

por epifluorescencia a una resolución de 100X. Con esto fue posible identificar varias 

prolongaciones celulares con mayor marca para F-actina (Fig. 12A), en contraste  las 

células no infectadas estas estructuras estuvieron ausentes (Fig. 12B). Estos resultados 

muestraron que las bacterias REPEC fueron capaces de formar pedestales en las células 

epiteliales de riñón de conejo.  

           

 

 

 

 

 

Fig. 12. Epifluorescencia a 100X que muestra prolongaciones celulares ricas en actina en 

células infectadas. (Panel A) células RK13 fueron infectadas con REPEC por 4 h y se marcó 
actina con faloidina rodaminada. (Panel B) células RK13 no infectadas que fueron teñidas con 
faloidina rodaminada. Al análisis con el objetivo de 100X, de microscopía de epifluorescencia, 
se mostraron prolongaciones celulares con mayor marca de actina en células infectadas 
(flechas). Estos resultados indican la formación de pedestales.  
 

 

Uso de microscopia confocal para caracterizar los pedestales de actina y su 

asociación con la bacteria en células RK13 infectadas con REPEC  

Para corroborar si los sitios ricos en F-actina y las prolongaciones celulares 

vistas en epifluorescencia se relacionaron con la bacteria infectante y las elevaciones de 

la membrana plasmática, las células RK13 infectadas con REPEC por 4 h se analizaron 

por microscopía confocal mediante el uso del canal rojo (faloidina rodaminada) y 

contraste de interferencia de Nomarski. Las imágenes obtenidas por microscopia 

confocal usando el canal rojo mostraron una mejor definición del citoesqueleto de 

A B 
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actina, en el cual se observaron claramente las fibras de tensión de actina teñidas con 

faloidina rodaminada y los acúmulos de actina causados por la infección por REPEC 

(Fig. 13A). Un acercamiento para resolver una de las células que contenía los acúmulos 

de actina, mediante el microscopio confocal, mostró claramente que estas estructuras 

eran de hecho pedestales ricos en actina (Fig. 13B). El análisis por Nomarski de este 

mismo campo de observación mostró que las prolongaciones celulares comprendieron 

la membrana plasmática y sobre las prolongaciones se encuentran adheridas las 

bacterias (Fig. 13C). La superposición del canal rojo por microscopía confocal y la 

óptica de Nomarski, mostró claramente como los pedestales de actina prolongaron la 

membrana plasmática de la célula epitelial posiblemente debido a la señalización celular 

causada por la bacteria adherida íntimamente a la membrana plasmática (Fig. 13D). 

Estos resultados demuestran que el modelo de infección de células RK13 por REPEC 

reproduce claramente los rearreglos al citoesqueleto de actina por esta bacteria para 

producir los pedestales ricos en actina.    

 

Interacción bacterias extracelulares y pedestales ricos en actina intracelulares 

 Para corroborar la relación de los pedestales con las bacterias, se realizaron 

ensayos de inmunofluorescencia con doble marcaje. En células infectadas con REPEC 

por 4 h, se marcó a REPEC con un anticuerpo policlonal que reconoce proteínas de 

superficie bacteriana, mientras que la actina celular se marcó con faloidina rodaminada. 

Las muestras se analizaron al microscopio confocal usando simultáneamente el canal 

verde y el rojo para detectar tanto a la bacteria como al citoesqueleto de actina. El 

análisis por microscopía confocal mostró que la bacteria, teñida en verde debido al 

anticuerpo secundario acoplado a fluoresceína. Dicha marca se encuentra justo por 

encima de los pedestales ricos en actina marcados en rojo por la decoración con 
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faloidina rodaminada  (Fig. 14).  Estos datos claramente muestran la adhesión íntima de 

las bacterias a las células epiteliales y la inducción de los pedestales ricos en actina por 

la bacteria adherida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Cortes ópticos y Nomarski de células RK13 infectadas con REPEC por 4 h.  Se 
prepararon muestras de células RK13 infectadas con REPEC, se marcó actina con faloidina 
rodaminada y se analizaron con microscopio confocal y Nomarsky. (Panel A) se muestran sitios 
de mayor marca de actina (flechas).  (Panel B) Amplificación del área del cuadro de A que 
muestra sitios de marca de actina (flechas). (Panel C) Nomarski del recuadro de A donde se 
muestran varias prolongaciones celulares (flechas) con bacterias adheridas. (Panel D) 
Sobreposición de la marca de actina (rojo) con las prolongaciones celulares (gris). Estos 
resultados muestran claramente la formación de pedestales con este modelo de infección. 
 

 

B A 

C D 
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Detección ultraestructural de los pedestales de células RK13 infectadas con 

REPEC  

Para analizar de manera directa los pedestales inducidos por REPEC en células 

RK13 infectadas por 4 h y no infectadas con REPEC, se procesaron para microscopía  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. Colocalización entre REPEC y los pedestales ricos en actina. Células RK13 fueron 
infectadas con REPEC por 4 h. Se marcó actina con faloidina rodaminada y la bacteria con un 
anticuerpo policlonal que reconoce proteínas de superficie bacteriana. Al análisis por 
microscopía confocal se mostraron varios pedestales (flechas verdes) y las bacterias (flechas 
amarillas) adheridas en el extremo de estas prolongaciones celulares con mayor marca de actina. 
Estos resultados corroboran la relación íntima de las bacterias con los pedestales. 

 

electrónica de transmisión. Las células no infectadas usadas como control, mostraron 

una morfología normal y no se detectó la formación de prolongaciones celulares (Fig. 

15A). En células infectadas con REPEC, fue posible detectar pedestales sobre los cuales 

se encontraron las bacterias unidas estrechamente (Fig. 15B). Una magnificación mayor 

de la zona mostró claramente el pedestal de aproximadamente 2 µm de longitud y sobre 

este se encontró estrechamente unida la bacteria y el interior electrodenso, denotando la 

presencia de filamentos (F-actina) (Fig. 15C). 

 

 

 



 27 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Ultraestructura de pedestales formados en células RK13 infectadas con REPEC. 

Se crecieron células RK13 y se infectaron por 4 h con REPEC. Después de la infección las 
monocapas se fijaron y se prepararon para microscopía electrónica de transmisión. (Panel A) 
células control (no infectadas), se observaron a 4,400 de magnificación (barra = 1.7 μm). (Panel 
B) células infectadas observadas a 4,500 de magnificación (barra = 0.6 μm). (Panel C) célula 
infectada observadas a alta magnificación, 30,000 (barra = 0.25 μm). En cada célula infectada 
(B y C) se muestra un pedestal con la bacteria adherida.  
 

 

Cinética de la formación de pedestales de actina en células RK13 infectadas con 

REPEC  

Con el propósito de determinar el tiempo de infección requerido para la 

formación de los pedestales, células RK13 infectadas fueron tomadas cada 30 min (0.5, 

1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4 h). Las células infectadas fueron teñidas con faloidina 

rodaminada y se analizaron al microscopio de epifluorescencia. En las células infectadas 

durante 0.5, 1 y 1.5 h no se pudo detectar los sitios de formación de pedestales  (Fig. 

16A, B y C). Sin embargo, 2 h postinfección se observaron pequeños sitios de 

formación de pedestales (Fig. 16D), los cuales fueron más evidentes 2.5 h post-

infección (Fig. 16E) y se mantuvieron evidentes y definidos a las 3, 3.5 y 4 h 

postinfección (Fig. 16F, G y H). 
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Fig. 16. Estudio temporal de la formación de los pedestales. Células RK13 infectadas con 
REPEC (A-H) Células RK13 no infectadas (I). Cada 30 min se fijaron muestras para marcar 
actina con faloididna rodaminada y analizarlas por epifluorescencia. Después de 0.5 (A), 1.0 (B) 
y 1.5 (C) horas de infección las células no mostraron sitios de mayor marca de actina teniendo 
una apariencia similar a las no infectadas (I). Después de 2 h de infección, se detectaron 
pedestales (flechas) (D) y éstos persistieron hasta las 4 h post-infección (E) 2.5 h, (F) 3.0 h, (G) 
3.5 h y (H) 4.0 h (flechas).  
 

Los pedestales de actina se mantienen y son alargados en células infectadas 

después de 4 h  

Con el fin de conocer lo que sucede con los pedestales a tiempos de infección 

mayores a 4 h, células RK13 fueron infectadas con REPEC durante 5, 6 y 7 h. Después 

de las infecciones, las células fueron teñidas con faloidina rodaminada y analizadas por 

microscopía confocal. Las células infectadas por 5 h mostraron pedestales (Fig. 17A), 

los cuales parecen presentarse en mayor número que los detectados en tiempos menores 

de infección (ver arriba, Fig. 16). Las células infectadas por 6 y 7 h mostraron que estos 
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pedestales se mantienen e incluso aumentan su longitud que va de aproximadamente 4 

μm a las 5 h a 8 μm  a las 7 h de infección (Fig. 17B y C). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 17. Los pedestales persisten más allá de 4 h de infección. Células RK13 fueron crecidas 
e infectadas con REPEC por 4 h, luego se les cambió el medio de cultivo para continuar la 
infección hasta 5 (A), 6 (B) y 7 (C) h. La actina fue marcada con faloidina rodaminada y el 
análisis de las muestras se hizo al microscopio confocal. Los pedestales estuvieron presentes en 
todos los tiempos e incluso se incrementa su longitud.  
 

 

 

Los pedestales desaparecen al ser eliminada la infección y se vuelven a formar 

durante la reinfección  

Para saber que pasa con los pedestales al ser eliminada la infección y al 

reinfectar nuevamente las células con REPEC, fueron preparados 3 grupos de células 

RK13 para ser infectadas con REPEC, 4 h post-infección se tomaron muestras de los 

tres grupos y fueron fijada, permeabilizadas y bloqueadas, como se indicó en material y 

métodos, la actina fue marcada con faloidina rodaminada para detectar los pedestales 

formados (Fig. 18A, D y G). El grupo 1 se tomó como control positivo de la infección 

por lo se continuó la infección hasta 7.5 h sin adicionarle antibiótico, solo se le fue 

cambiando el medio para mantener las células en buen estado. A las 5 h post-infección 

se tomó una muestra para teñir actina con faloidina rodaminada (Fig. 18B) y a hasta las 
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7.5 horas fue tomada la otra muestra (Fig. 18C). Después de 4 h de infección, las células 

de los grupos 2 y 3 fueron lavadas con DMEM dos veces para adicionar el antibiótico 

(penicilina-estreptomicina). Una hora después de adicionar el antibiótico, se tomaron 

muestras de los grupos 2 y 3 para también marcar la actina con faloidina rodaminada 

(Fig. 17-E y H). El grupo 2 se continuó con antibiótico hasta las 7.5 horas, para tomar 

una muestra a esta hora (Fig. 18F), mientras que a las células del grupo 3 se les eliminó 

el antibiótico después de 1 h mediante tres lavados con DMEM y fueron reinfectadas 

por 2.5 h más para, llegar a las 7.5 horas como los otros grupos (Fig. 18I). El grupo 1 

mostró pedestales en todos los tiempos que se tomaron muestras. El grupo 2, después de 

una hora en presencia del antibiótico (5 h post-infección), mostró una notoria 

disminución de pedestales y a las 7.5 horas post-infección (3.5 h con antibiótico) 

desaparecieron por completo los pedestales. En contraste, el grupo 3, con una hora con 

antibiótico los pedestales prácticamente desaparecieron y al ser reinfectadas con REPEC 

por 2.5 h, hubo presencia nuevamente de padestales (Fig. 18I). 

 

La marca del complejo Arp2/3 colocaliza con la marca de actina en los pedestales a 

las 3 horas postinfección de células RK13 por REPEC  

Con las evidencias obtenidas por epifluorescencia (Figs. 11 y 12), microscopía 

confocal (Figs. 13 y 14) y microscopía electrónica de transmisión (Fig.15), que con el 

modelo de infección RK13/REPEC se forman pedestales, además, que se conserva la 

plasticidad del citoesqueleto de actina, al aparecer y extenderse los pedestales a medida 

que avanza el tiempo de infección (Figs. 16 y 17), a la vez que, los pedestales se retraen 

al ser eliminada la infección e incluso, vuelven a formarse al ser reinfectadas las células 

(Fig. 18), se procedió a identificar proteínas que regulan la polimerización de actina con 

el propósito de dar inicio al estudio de la dinámica del citoesqueleto de actina durante 



 31 

los rearreglos que se producen durante la formación de pedestales con la identificación 

subcelular de las proteínas Arp2/3, gelsolina y profilina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Fig. 18. Los pedestales desaparecen después de ser eliminadas las bacterias y se vuelven a 

formar con la reinfección. Células RK13 fueron infectadas con REPEC por 4 h y se marcó 
actina con faloidina rodaminada. Grupo 1, células infectadas por 4 h (A), 5 h (B) y 7.5 h (C). 
Grupo 2, células infectadas por 4 h (D), células infectadas po 4 h más 1 h con antibiótico (E) y 
células con antibiótico por 3.5 h después de 4 h de infección (F). Grupo 3, células infectadas por 
4 h (G), células con 1 h antibiótico después de 4 h de infección (H) y células con 4 h de 
infección más 1 h  con antibiótico y 2.5 h de reinfección (I). En las células que fueron tratadas 
con antibiótico (E, F and H) no se observan pedestales, pero las células infectadas (A, B, C, D y 
G) y reinfectadas (I) si  muestran pedestales. Con estos resultados se muestra la plasticidad del 
citoesqueleto de actina en este modelo de infección in vitro.  
 

 

A) 

D) 

B) 

G) 

C) 

E) F) 

H) I) 

Grupo 1 

Grupo 2 

Grupo 3 

4h 5h 7.5h 

4h 4h + 1h Ab 4h + 3.5h Ab 

4h 4h + 1h Ab 4h + 1h Ab +  
2.5h Reinf. 



 32 

 Para esto, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia con doble marcaje 

tomando muestras a diferentes tiempos de infección. Células RK13 fueron infectadas 

con REPEC y cada 30 min (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 y 4.0 h) se tomaron muestras 

en las que se marcaron el complejo Arp2/3, gelsolina y profilina con anticuerpos 

policlonales y actina-F con faloidina rodaminada, como se indicó en materiales y 

métodos. Las muestras se analizaron al microscopio confocal  usando simultáneamente 

el canal verde  y el canal rojo para detectar la colocalización de ambas marcas de cada 

proteína. La marca verde de Arp2, emitida por el anticuerpo secundario acoplado a 

fluoresceína, se encontró distribuida por toda la célula hasta las 2 h, pero a las 2.5 h se 

notaron puntos de concentración de actina en sitios específicos y a las 3.0, 3.5 y 4.0 

post-infección, la marca colocaliza con la marca roja de actina en los pedestales (color 

amarillo) por la sobreposición de ambas marcas (Fig. 19). En cambio en los casos de 

gelsolina y profilina no se encontró colocalización de la marca de estas proteínas con la 

marca de actina durante las 4 h de infección, tiempos manejados en este ensayo (Figs. 

20 y 21). En el caso de gelsolina se ha reportado que se recluta a los pedestales 

formados por EPEC en células HeLa (Goosney et al., 2001), para profilina  no hay 

estudios en los que se haya encontrado reclutada en los pedestales. La no colocalización 

se podría deber, al menos en el caso de gelsolina a problemas técnicos, pensando en 

esto, en la actualidad estamos haciendo estudios comparativo en el uso de diferentes 

fijadores como glutaraldehido, paraformaldehido, formaldehido, y Karnousky a 

diferentes concentraciones y combinados (paf-gluta), ya que en otros trabajos de nuestro 

laboratorio la marca de los anticuerpos difiere con el fijador. 
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2.5 h 3.0 h 3.5 h 4.0 h 

Fig. 19. El complejo Arp2/3 se observa en los pedestales a las 3.0 h de infección. Células RK13 se 
infectaron con REPEC, cada 30 minutos post-infección se prepararon muestras para 
inmunofluorescencia marcando actina con faloidina rodaminada y Arp2 con un anticuerpo policlonal. 
Las preparaciones se analizaron por microscopía confocal. La colocolización de la marca de actina con 
la marca de Arp2 se observa claramente a partir de las 3.0 h de infección (flechas verdes). Los sitios 
específicos de mayor marca de actina en  donde forman pedestales se observan a partir de las 2.5 h 
(flechas amarillas).  
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3.0 h 

1.0 h 1.5 h 

2.5 h 3.5 h 4.0 h 

Fig. 20. Gelsolina no colocaliza con la marca de actina de los pedestales. Células RK13 se 
infectaron con REPEC durante 4 h y cada 30 min y luego se prepararon muestras marcando 
actina con faloidina rodaminada (rojo) y gelsolina con anticuerpos policlonales (verde). El 
análisis de la muestras por microscopía confocal muestran pedestales a partir de las 2.5 h de 
infección (flechas) pero en ninguna preparación colocaliza la marca de gelsolina con la marca 
de actina en los pedestales. 
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Fig. 21. Profilina no colocaliza en los pedestales. Se crecieron células RK13 y se infectaron 
con REPEC por 4 h. Cada 30 min se tomaron muestras y para ensayos de imunofluorescencia 
se marcó actina con faloidina rodaminada (rojo) y profilina con un anticuerpo policlonal 
(verde). El análisis de las muestras por microscopía confocal mostró que la marca de profilina 
no colocaliza con la marca de actina en los pedestales.  
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En infecciones mayores a 4 h el complejo Arp2/3 sigue colocalizando con actina en 

los pedestales.  

Para determinar qué pasa con el complejo Arp2/3 en los pedestales en 

infecciones mayores a 4 horas,  fueron preparadas muestras de células RK13 infectadas 

con REPEC a 4.0, 4.5 y 5.0 h post-infección. Se marcó actina con faloidina rodaminada 

y la proteína Arp2 con un anticuerpo policlonal anti-Arp2. Las preparaciones se 

analizaron al microscopio confocal. La proteína Arp2 colocalizó con la marca de actina 

en los pedestales en todos los tiempos de infección analizados (Fig. 22). Esto indica que 

el complejo Arp2/3 sigue formando filamentos de actina para mantener la malla que 

protuye la membrana plasmática al formar los pedestales.  

 

 

 

 

 

 

Al desaparecer los pedestales, la marca del complejo Arp2/3 se distribuye en todo 

el citoplasma de la célula.  

 Con el fin de conocer qué pasa con el complejo Arp2/3 después de que los 

pedestales se retraen, se infectaron 3 muestras de células RK13 con REPEC durante 4 

Fig. 22. El complejo Arp2/3 se mantiene en los pedestales a las 5 h postinfección. Células 
RK13 fueron infectadas con REPEC durante 5 h. Se prepararon muestras a las 4 (A), 4.5 (B) y 5 
h (C) post-infección y se marcó actina con faloidina rodaminada y Arp2 con anticuerpos 
policlonales. La marca de Arp2 colocaliza con la marca de actina en todas las preparaciones 
(flechas). Esto sugiere que el complejo Arp2/3 participa en la polimerización. 

A
) 

B
) 

C 



 37 

horas, se tomó una muestra a este tiempo, como control positivo, para corroborar si se 

habían formado pedestales (Fig. 23-A), luego se adicionó antibiótico a las muestras 

restantes, a los 30 min con antibiótico se tomó una segunda muestra (Fig. 23-B) y 1a 1h 

con antibiótico se tomó la tercer muestra (Fig. 23-C). En las tres muestras se marcó 

actina con faloidina rodaminada y Arp2/Arp3 con los anticuerpos policlonales anti-

Arp2. Al desaparecer los pedestales con 1 h de acción del antibiótico el complejo 

Arp2/3 se encontró distribuido en toda la célula. (Fig. 23-C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 23. Arp2 se distribuye en la célula al desaparecer los pedestales. Se llevó la infección 
de RK13/REPEC a 4 h y se tomó una muestra (A), luego se adicionó antibiótico y se tomó una 
muestra a los 30 min con antibiótico (B), al final se tomó otra muestra a 1 h con antibiótico 
(C). En todas las muestras se marcó actina con faloidina rodaminada y Arp2 con un anticuerpo 
policlonal dirigido contra esta proteína. La marca de Arp2 se ve distribuida por toda la célula 
al desaparecer los pedestales. 

A B C 
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DISCUSIÓN 

Para el estudio de los mecanismos moleculares que ocurren durante la patogénia 

de microorganismos a nivel celular, es necesario contar con modelos de infección in 

vitro que se puedan ser controlados experimentalmente y los resultados posteriormente 

se comprueben en el hospedero natural, en este trabajo se establecieron las condiciones 

para formar pedestales con infección de células RK13 con REPEC y proponer esto 

como modelo para el estudio de la dinámica del citoesqueleto de actina, así como, de 

proteínas que regulan el ensamble y desensamble de los filamentos de actina durante la 

formación de pedestales, para después llevarlo al hospedero natural, el conejo. En este 

sentido REPEC es considerada como uno de los modelos más importantes para el 

estudio de la patogenia de cepas de E. coli formadoras de lesiones A/E en un hospedero 

natural (Milon et al., 1999). Las infecciones de ratón por Citrobacter rodentium, 

también se ha utilizado como un modelo animal para el estudio de infecciones de 

humanos de EPEC y EHEC (Deng et al., 2003) solo que, como se mencionó la 

introducción, este modelo tiene serias desventajas, como que C. rodentium no es del 

mismo género de E. coli, produce hiperplasia sin aparente inflamación, infecta al colon 

y no al intestino delgado y no produce diarrea en los ratones (Lupercio and Schauer, 

2001). 

 El análisis del modelo para formar pedestales en células RK13 infectadas por 

REPEC se llevó a cabo por microscopía de epifluorescencia, microscopía confocal, 

Nomarski y microscopía electrónica de transmisión. Los diversos puntos y 

prolongaciones celulares, con mayor intensidad en la marca de actina observadas por 

epifluorescencia (Figs. 11 y 12) a las 4 h post-infección arrojaron los primeros 

elementos de formación de pedestales por que coincidían con una de las imágenes de los 

ensayos de inmunofluorescencia, donde infectaron células RK13 con REPEC durante 4 
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h para el estudio del papel de Tir e intimina en la patogenia de REPEC (Marchés et al., 

2000). Las prolongaciones que mostramos en la figura 12, también son similares a 

aquellas detectadas con la infección de células HeLa con EPEC (Gosney et al., 2001), 

pero en ese trabajo solo se marcó actina y no la bacteria. Al realizar cortes ópticos a 

muestras preparadas a las 4 h de infección de células RK13 con REPEC se pudo ver 

que, en varias células se formaron muchos puntos de mayor marca de actina (Fig. 13A), 

las cuales coincidieron con las prolongaciones celulares, las cuales fueron detectada por 

la marca de actina (fluorescencia) y con las prolongaciones relacionadas con bacterias 

tomadas por Nomarsky. Esto resultados corroboraron que eran pedestales las 

prolongaciones con mayor marca de actina que se han estado mostrando en este modelo. 

Este empalme del canal rojo y el sistema Nomarski prácticamente es único, hay pocos 

trabajos en los que se hayan analizado pedestales de esta manera. Sanger et al., 1996, 

Freeman et al., 2000 y Shaner et al., 2005, han analizado por microscopía confocal y 

contraste de fase los pedestales formados por EPEC en diversas líneas celulares (HeLa, 

PtK2 y Caco-2). Los pedestales obtenidos con los ensayos de inmunofluorescencia de 

doble marcaje en donde, además de actina se marcaron las bacterias con un anticuerpo 

policlonal que reconoce proteínas de superficie bacteriana (Fig. 14), tienen la forma de 

los pedestales obtenidos por infecciones de EPEC y EHEC por otros autores (Sanger et 

al., 1996; Freeman et al., 2000;  Shaner et al., 2005). Existen más trabajos de EPEC que 

obtienen pedestales en otras células similares a los que se han formado con el modelo de 

infección RK13/REPEC de este trabajo tales como los fibroblastos que fueron 

infectados con EPEC y EHEC de humano para comparar los mecanismos moleculares 

de inducción de formación de pedestales entre estas dos bacterias (Lommel et al., en el 

2004) ó células HeLa infectadas con EPEC para determinar la importancia de cortactina 

en la formación de pedestales (Cantarelli et al., 2006). Con el estudio por microscopía 
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electrónica de transmisión, la ultraestructura de los pedestales en el modelo 

RK13/REPEC, se muestra claramente la interacción de la bacteria con los pedestales 

(Fig. 15). Un importante hallazgo de este resultado fue que se muestra un pedestal 

separado de la célula pero con la bacteria adherida, lo que indica que la interacción entre 

la bacteria y el pedestal es muy fuerte, ya que resistió las agresiones mecánicas 

naturales durante la preparación de las muestras. La ultraestructura de los pedestales 

observada en nuestro trabajo, son similares a aquellos reportados en  infecciones con 

EPEC para humano en diferentes hospederos; por ejemplo en la mucosa intestinal de 

humano (Knutton et al., 1987), cultivos de epitelio intestinal de humano (Frankel et al., 

2001) ó  células HeLa (Goosney et al., 2001).  

Casi todos los trabajos en los que se han identificado proteínas del citoesqueleto 

reclutadas en el sitio de formación de los pedestales se han realizado a las 3 ó 4 horas 

post-infección, tiempo en el que los pedestales están formados (Sanger et al., 1996, 

Freeman et al., 2000; Goosney et al., 2001). En este trabajo, al hacer el estudio temporal 

de los pedestales tomando muestras cada 30 min hasta las 4 h de infección, se mostró 

que los pedestales se observan desde las 2 h y al prolongar la infección hasta las 7 horas 

se detectó que los pedestales se mantienen e incluso se alargan más (Figs. 16 y 17). 

Interesantemente,  al eliminar la infección, los pedestales desaparecen y si las células 

son reinfectadas, los pedestales se vuelven a formar (Fig. 18), lo que sugiere que la 

inducción de polimerización de actina es continua, mientras la bacteria esté adherida a 

la membrana de la célula hospedera. Estos resultados refuerzan el concepto de que los 

pedestales son estructuras dinámicas como ya ha sido sugerido previamente (Sanger et 

al., 1996), cuyos autores demuestran que las bacterias unidas a pedestales se mueven 

sobre la superficie externa de la membrana plasmática a 0.07 μm por segundo y este 

movimiento es dependiente de actina. Por otro lado, se ha mostrado que al adicionar 
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inhibidores de la despolimerización de actina por 30 min a células PtK2 infectadas con 

EPEC, los pedestales se alargan (Shaner et al., 2005). Este último resultado, junto con 

los obtenidos en este trabajo, muestran que la bacteria influye en la longitud del pedestal 

y entre sus proteínas efectoras hay quienes inducen la polimerización y 

despolimerización de actina. 

Existe un gran número de trabajos sobre EPEC en humano y otros patógenos que 

inducen la formación de pedestales, en los que se caracterizan con detalle los 

mecanismos moleculares para colonizar, adherirse estrechamente a la célula hospedera 

y traslocar sus proteínas efectoras al citoplasma de la célula blanco mediante el TTSS, y 

finalmente provocar rearreglos del citoesqueleto de actina para formar los pedestales 

(Revisiónes de Kenny, 2002; Campellone and Leong, 2003; Clarke et al., 2003; 

Garmendia et al., 2005 y Chen and Frankel, 2005). Sin embargo, hay pocos reportes con 

serotipos de EPEC que afectan a animales, con los que estudien los mecanismos 

moleculares de la dinámica del citoesqueleto de actina y las proteínas que regulan el 

ensamble y desensamble de actina en este proceso infeccioso. Por lo que con los 

resultados obtenidos en la presente investigación, creemos que las células RK13 

infectadas con REPEC pueden ser de gran utilidad como modelo de investigación sobre 

patogenia de EPEC y otras bacterias afectan al citoesqueleto de actina y la dinámica de 

este sistema celular. Este modelo tiene la ventaja de que RK13 son células del 

hospedero natural, lo que permitiría correlacionar los resultados con aquellos hechos in 

vivo, mediante la infección de conejos, lo que no se puede hacer en humanos. 

 Otro elemento importante del modelo utilizado en este estudio, es la plasticidad 

del citoesqueleto de actina que se refleja durante la formación de pedestales, en donde 

hay un ensamble de actina para protruir la membrana y formar los pedestales, así como, 

se da la despolimerización de actina durante la regresión de los pedestales al eliminar la 
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infección ó incluso la nueva formación de pedestales durante la reinfección. Por lo que 

este modelo es muy apropiado para realizar investigaciones sobre la dinámica de las 

proteínas de ARPs y ABPs; para evaluar qué moléculas y en qué orden se activan para 

polimerizar actina, como el complejo Arp2/3 y profilina o las  proteínas que dañan a 

filamentos de actina provocando la despolimerización por gelsolina. También las 

proteínas que secuestran monómeros de actina para evitar su polimerización como 

timosina o las proteínas que detienen la polimerización de actina controlando la 

extensión de los filamentos como las proteínas de recubrimiento (Capping protein) 

(Pollard an Borisy, 2003: Svitkina et al., 2003; DosRemedios, 2003). El estudio de la 

interacción de todas estas proteínas nos permitirá tener una mayor claridad sobre los 

mecanismos moleculares de la patogenia de la infección por EPEC y la dinámica del 

citoesqueleto. Además, será posible realizar estudios comparativos con infecciones 

realizadas en cultivos celulares primarios de enterocitos de conejo y, finalmente, 

comprobarlos en el modelo natural de los  conejos infectados experimentalmente con 

REPEC y de esta forma comprender los mecanismos de patogenicidad de la infección 

en humanos producido por EPEC.  

Una vez establecido el modelo RK13/REPEC para la formación de pedestales y 

demostrar que se manifiesta la plasticidad característica del citoesqueleto de actina en 

este modelo de infección, se dio inicio al estudio de la dinámica del citoesqueleto de 

actina al identificar por inmunofluorescencia de doble marcaje al complejo Arp2/3, 

gelsolina y profilina que son proteínas que regulan la polimerización de actina en 

eventos normales de la célula, como la formación de lamelipodios durante los 

movimientos celulares (Pollar and Borysi, 2003) y que además se han encontrado 

reclutadas en los pedestales formados por EPEC (Goosney et al., 2001; DosRemedios et 

al., 2003). Muestras de células RK13 infectadas con REPEC fueron tomadas cada 30 
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min postinfección hasta 4 h y se prepararon con ensayos de inmunofluorescencia para 

cada proteína en estudio, en las que se observó que el complejo Arp2/3 colocaliza con la 

marca de actina a partir de las 3 h (Fig.19) y cuando la infección fue llevada hasta 5 h 

siguió la colocalización del complejo Arp2/3 con actina (Fig. 22). La colocalización de 

la marca del complejo Arp2/3 persiste durante la presencia de pedestales, por que al 

eliminar la infección y desaparecer estos, la marca del complejo se redistribuye por toda 

la célula sin colocalizar con la marca de actina en algún lugar (Fig. 23). Lo anterior 

sugiere que las elevaciones de la membrana plasmática ricas en actina, provocadas por 

la interacción bacteriana con la célula huésped para la formación de pedestales, es 

generada por una red de filamentos de actina nucleadas por el complejo Arp2/3. Esto es 

apoyado por reportes que sugieren la formación de una red de filamentos de actina 

durante el desarrollo de los pedestales (Shaner et al, 2005), similar al modelo propuesto 

para la formación de lamelipodios (Pollar y Borisy, 2003). En dicho modelo, el 

complejo Arp2/3, después de ser activado, inicia la formación de nuevos filamentos de 

actina como ramificaciones de filamentos ya existentes. Tomando en consideración 

estos dos reportes y nuestros resultados, podemos sugerir que, después que inicia la 

infección y que la bacteria se adhiere a la célula hospedera, trasloca sus proteínas 

efectoras las cuales interactúa con proteínas del huésped para activar el complejo 

Arp2/3; quien ayudara a la nucleación de los filamentos de actina en la formación de los 

pedestales. En tiempos más prolongados, estos pedestales se mantienen debido a que 

esta proteína participa activamente en la polimerización de los filamentos de actina para 

mantener la formación de la red presente en los pedestales. 

Con los ensayos de inmunofluorescencia para identificar gelsolina en los 

mismos tiempos de infección que se manejaron para el complejo Arp2/3, no se observó 

colocalización de gelsolina con actina en los pedestales (Fig.20), este resultado difiere 
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de los reportados previamente (Goosney et al., 2001). Estos autores encontraron que 

gelsolina es reclutada a todo lo largo de los pedestales durante infecciones por EPEC en 

células HeLa. Tomando en cuenta el modelo propuesto por Shaner et al., (2005) en el 

que indican que los filamentos de actina, en los pedestales, pueden estar protegidos a la 

despolimerización por su asociación con la membrana plasmática y por la fuerte unión 

entre ellos, por lo que la gelsolina sólo podría estar en la base de los pedestales, donde 

se da la despolimerización según este modelo, esto tiene relación con una de las 

funciones de gelsolina, cortar filamentos de actina (DosRemedios et al., 2003; 

McGough et al., 2003). Estamos explorando situaciones técnicas al probar diferentes 

fijadores (Karnouski, paraformaldehido, formaldehido, glutaldehido, entre otros) para 

mejorar la difusión de los anticuerpos primarios y secundarios por que puede ser posible 

que por eso no esté marcando adecuadamente los anticuerpos. También en hacer un 

análisis por inmunoblot para ver si el anticuerpo (anti-gelsolina) que estamos utilizando 

está trabajando de forma adecuada.  

Al igual que para gelsolina, no se observó que profilina colocalizara con la 

marca de actina en los pedestales. La marca de profilina se observó difusa por todo el 

citoplasma pero sin estar en los pedestales en las muestras de todos los tiempos de 

infección (Fig. 21). Dentro de las proteínas reclutadas a los pedestales formados por 

EPEC (Freeman et al., 2000; Goosney et al. 2001) no se reporta profilina. Posiblemente 

en las células infectadas la profilina solo se limite a liberar los monómeros de actina 

secuestrados en el citoplasma y a catalizar el intercambio de ADP por ATP sin llevarlos 

a los extremos (+) de los filamentos que están polimerizando, como lo hace en 

protrusiones celulares como los lamelipodios (Pollard y Borisy, 2003; Dos Remedios et 

al., 2003). 
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En resumen, nuestros resultados demostraron que el modelo de infección 

RK13/REPEC reproduce pedestales bien definidos y manifiesta el dinamismo del 

citoesqueleto de actina. Las evidencias obtenidas con las preparaciones de muestras de 

células infectadas  por 4 h,  en ensayos de inmunofluorescencia y analizadas por 

epifluorescencia y microscopía confocal soportan que ahora contamos con un modelo in 

vitro que sirve para el estudio de la dinámica del citoesqueleto de actina en el proceso 

de infección de la familia de E coli que causan lesiones A/E y forman pedestales. El 

estudio por microscopía electrónica de transmisión mostró la ultraestructura de los 

pedestales que semejan a estudios in vivo en conejos e intestino de humano. También se 

mostró la plasticidad del citoesqueleto con los ensayos de cinética de la infección por 4 

h, en donde al preparar muestras cada 30 min, se mostró que a las 2 h post-infección se 

observan los pedestales y con las infecciones llevadas más allá de 4 h de infección se 

vio que al avanzar la infección los pedestales sigues extendiéndose, si se elimina la 

infección los pedestales desaparecen y si se reinfectan las células se forman nuevamente 

los pedestales. Como un tercer elemento que aportó este trabajo es que al identificar a 

proteínas que regulan polimerización de actina como el complejo Arp2/3, gelsolina y 

profilina; la única que colocalizó con la marca de actina en los pedestales fue el 

complejo Arp2/3 a partir de las 2.5 h de infección y que este complejo se mantiene 

colocalizando todo el tiempo que se presentan pedestales, al desaparecer estos, el 

complejo se distribuye por todo el citoplasma sin colocalizar con actina. Esto sugiere 

que el complejo Arp2/3 es requerido para formar y mantener la acumulación de 

filamentos de actina en los pedestales y que gelsolina y profilina se mantienen fuere de 

estos, probablemente gelsolina cortando filamtentos en la base de los pedestales y 

profilina llevando monómeros de actina también a la base de los pedestales para que el 
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complejo Arp2/3 cause nucleación de actina y forme nuevos filamentos para aumentar 

la protrusión celular y formar pedestales.    

 
 

CONCLUSIONES 

1. De acuerdo a nuestros resultados de epifluorescencia, microscopía confocal y 

microscopía electrónica de transmisión, se caracterizó el modelo de infección 

RK13/REPEC para la formación de pedestales en nuestro laboratorio.  

2. Se mostró la ultraestructura de la interacción de la bacteria REPEC con las 

células epiteliales RK13 y con una mayor magnificación se mostró la morfología 

electrodensa de los filamentos de actina.  

3. Con el estudio temporal de pedestales se mostró que la mayor marca de actina en 

los sitios específicos de formación de pedestales, se observa a partir de las 2 

horas post-infección. 

4. Se corroboró que el dinamismo que característica al citoesqueleto de actina se 

manifiesta en el modelo de infección RK13/REPEC, ya que al llevar infecciones 

más allá de 4 h post-infección, los pedestales se mantienen e incluso se alargan, 

al eliminar la infección los pedestales sufren regresión y al ser reinfectadas las 

células, se vuelven a formar los pedestales.  

5. Este modelo puede ser muy útil para el estudio de la dinámica de las proteínas 

relacionadas con los rearreglos del citoesqueleto de actina para la formación de 

pedestales y la patogenia de esta familia de bacterias que forman las lesiones 

A/E.  

6. Se observó que el complejo Arp2/3 colocaliza con la marca de actina en los 

pedestales desde las 3 horas post-infección y que gelsolina y profilina no 

colocalizan en los pedestales durante las 4 horas de infección. 
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