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Resumen 

Escherichia coli Enteropatógena (EPEC) es una de las principales causas de infecciones 

diarreicas. EPEC coloniza el intestino, formando estructuras llamadas pedestales que 

son ricos en actina. La patogénesis de EPEC está relacionada con su isla genómica de 

patogenicidad LEE. Esta isla codifica para el sistema de secreción tipo 3, el cual inyecta 

diversas proteínas efectoras a las células intestinales. Uno de estos efectores, EspF, es 

capaz de alterar las proteínas que forman las uniones estrechas (TJ) de las células 

epiteliales, favoreciendo la producción de diarrea. Además, se sabe que la infección 

por EPEC produce la endocitosis de claudina-1 y ocludina. A su vez, EPEC se ha visto 

relacionado con la alteración de proteínas de la endocitosis mediada por clatrina, como 

SNX9, dinamina y clatrina. En este trabajo nos enfocamos en investigar la vía endocítica 

que siguen las proteínas de las TJ durante la infección por la cepa de EPEC 2348/69 en 

la línea intestinal CaCo-2-BBe1. Utilizando microscopía confocal observamos que ZO-1 

co-localiza con clatrina, a pesar de no ser una proteína transmembranal; indicando que 

está asociada por la cara citosólica de las vesículas, probablemente interaccionado con 

proteínas transmembranales de la vesícula. En cambio, clatrina solo co-localizó con 

ocludina en la membrana pero no en las vesículas cubiertas de clatrina. Estos 

resultados indican que la ocludina se endocita por una vía independiente de clatrina. 

Otras proteínas de la TJ, posiblemente claudina-1, se endocitan mediante vesículas 

recubiertas de clatrina. De manera interesante, cuando se usó un inhibidor de la 

endocitosis mediada por clatrina (Pit-Stop 2), ZO-1 y ocludina siguieron siendo 

desensambladas, lo que fundamenta que existen vías independientes de clatrina 

involucradas en las alteraciones de las TJ inducidas por EPEC. Nuestros resultados 

aportan nueva información acerca del efecto de la endocitosis de las proteínas de las 

TJ por vesículas recubiertas por clatrina durante la infección de células polarizadas por 

EPEC; sin embargo, se requerirán investigaciones posteriores para identificar las vías 

endocíticas completas de dichas proteínas. 
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Abstract 

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is one of the main causes of human diarrheal 

infections. EPEC colonizes the intestine, forming structures called pedestals, which are 

rich in actin. The pathogenesis of EPEC is related to its LEE pathogenicity genomic 

island. This island encodes for the type 3 secretion system, which injects various 

effector proteins into intestinal cells. One of these effectors, EspF, is capable of altering 

the proteins that form the tight junctions (TJ) of epithelial cells, favoring diarrhea. 

Furthermore, EPEC infection is known to induce claudin-1 and occludin endocytosis. In 

turn, EPEC has been associated with the alteration of clathrin-mediated endocytosis 

proteins such as SNX9, dynamin and clathrin. In this work we focus on investigating the 

endocytic pathway followed by TJ proteins during infection by EPEC strain 2348/69 in 

the intestinal line CaCo-2-BBe1. Using confocal microscopy, we observed that ZO-1 co-

localizes with clathrin, despite not being a transmembrane protein; indicating that it is 

associated by the cytosolic face of the vesicles, probably interacting with 

transmembrane proteins of the vesicle. In contrast, clathrin only co-localized with 

occludin in the membrane but not in clathrin-coated vesicles. These results indicate 

that occludin is endocyted by a clathrin-independent pathway. Other TJ proteins, like 

claudin-1, are possibly endocyted by clathrin-coated vesicles. Interestingly, when an 

inhibitor of clathrin-mediated endocytosis (Pit-Stop 2) was used, ZO-1 and occludin 

continued to be disassembled, which supports the existence of clathrin-independent 

pathways involved in EPEC-induced TJ alterations. Our results provide new information 

about the effect of endocytosis of TJ proteins by clathrin-coated vesicles during 

infection of polarized cells by EPEC; however, further investigations will be required to 

identify the complete endocytic pathways of the TJ proteins induced by EPEC. 

 



 
 

Introducción 

Generalidades 

Las enfermedades diarreicas son una de las principales causas de morbilidad y 

mortalidad mundial (GBD Causes of Death Collaborators, 2018) y nacional (Instituto 

Nacional de Estadística y Geografía, 2018), siendo la segunda causa por enfermedad 

y superadas únicamente por las infecciones del tracto respiratorio (Liu et al., 2016; 

Secretaría de Salud, 2018). Tales padecimientos se encuentran en el quinto lugar de 

mortalidad (Institute for Health Metrics and Evaluation, 2018; Instituto Nacional de 

Estadística y Geografía, 2018), ocasionando más de 1.5 millones de muertes al año a 

nivel global (GBD Causes of Death Collaborators, 2018). La mayoría de estas muertes 

ocurre en pacientes pediátricos, específicamente en el grupo de 1-5 años de edad, en 

los que la mortalidad asciende del quinto al segundo lugar (Liu et al., 2016; Secretaría 

de Salud, 2018). Esto indica que, a pesar de los avances en la terapia de rehidratación 

oral y en el desarrollo de antibióticos, fallecen muchos de los pacientes que cursan 

con diarrea en ese grupo de edad. 

Este tipo de padecimientos pueden ser ocasionados por diversas etiologías, que son 

clasificadas en infecciosas y no infecciosas, siendo más frecuentes las de causa 

infecciosa. En general, se ha atribuido a los agentes virales como la primera causa de 

diarrea infecciosa, especialmente en países desarrollados de Norte América y Europa 

(Kotloff, 2017). Sin embargo, en países en vías de desarrollo, como lo es nuestro país, 

las infecciones bacterianas representan uno de los principales agentes etiológicos de 

diarrea aguda (Cooke, 2010). 

Entre las bacterias causantes de diarrea aguda, las cepas patógenas de Escherichia coli 

son las más frecuentes (Croxen et al., 2013; Ochoa & Contreras, 2011), dentro de las 

cuales se encuentran Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC), enteroagregativa 

(EAEC), enteroinvasiva (EIEC) y enteropatógena (EPEC) (Kaper et al., 2004; 
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Navaneethan & Giannella, 2008). Esta última, fue la primera cepa patógena de E. coli 

en ser descubierta, siendo descrita en 1945 en el Reino Unido debido a que causó 

numerosos brotes de diarrea acuosa en niños menores de 5 años (Kaper et al., 2004). 

Escherichia coli Enteropatógena 

La infección por EPEC se produce principalmente en el intestino delgado y se 

desarrolla en cuatro etapas: 1) una fase de adhesión superficial, mediada por un pilus 

de tipo IV llamado “Pilus formador de haces” o Bfp (Bundle-Forming Pilus) y, en menor 

medida, por los polímeros de la proteína EspA, que más tarde formarán la jeringa del 

sistema de secreción tipo 3 (T3SS); 2) el ensamblaje de la aguja molecular del T3SS y 

la “inyección” de proteínas efectoras al enterocito; 3) una adhesión mucho más 

fuerte, mediada por la unión de la intimina con su receptor, Tir, el cual es translocado 

a la célula por la misma bacteria; y por último, 4) la formación de pedestales, los cuales 

son protrusiones de la membrana ricas en actina, en donde la bacteria se encuentra 

adherida, seguido de la proliferación extracelular de EPEC para formar microcolonias 

(Clarke et al., 2003). 

Sistema de Secreción Tipo 3 

El sistema de secreción de tipo 3 (T3SS) se conforma por diversas proteínas. La región 

intracelular de este sistema posee función de ATPasa, la cual se encarga de 

proporcionar la energía necesaria para transportar las proteínas efectoras. Este 

complejo se encuentra acoplado a un sistema de secretina en el periplasma 

bacteriano, que es creado por la homopolimerización de la proteína EscC. A su vez, 

EscC se continúa con un polímero de EscF que forma el cuerpo de la aguja, el cual 

constituye un conducto a través del cual pasarán los diversos efectores a la célula 

hospedera. Posteriormente, el conducto de EscF se alarga por la polimerización de la 

proteína EspA. Finalmente, se secretan proteínas efectoras a través del conducto. Las 

primeras en ser secretadas son las translocadoras EspB y EspD, que se acoplan a la 
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punta de la aguja y son las responsables de formar un poro en la membrana de la 

célula intestinal (Gaytán et al., 2016). 

Este complejo sistema se encuentra codificado en una isla genómica de patogenicidad 

denominada Locus de Eliminación del Enterocito o LEE (Clarke et al., 2003), la cual 

codifica todos los componentes del T3SS, la intimina, a Tir, algunos de los efectores 

que serán translocados y las chaperonas necesarias para su correcto plegamiento 

(Gaytán et al., 2016). Por otro lado, EPEC también puede producir efectores 

codificados en otras áreas de su genoma distintos del LEE, a los cuales se les denomina 

No-LEE (Dean et al., 2005; Gaytán et al., 2016). 

Uniones Estrechas (TJ) 

Gracias a esta isla genómica de patogenicidad y al T3SS, EPEC es capaz de causar 

diversas alteraciones en la fisiología celular, siendo una de las más dañinas la 

producida sobre las uniones estrechas de las células epiteliales en la mucosa intestinal 

(McNamara et al., 2001). Las TJ se organizan en un anillo alrededor de la célula, 

conformado por proteínas transmembranales y citoplasmáticas que dividen a la 

membrana celular en dos dominios funcionalmente distintos: el apical y el 

basolateral. Además, también regulan la permeabilidad trans-epitelial a través de los 

espacios intercelulares por la denominada vía “paracelular” (González-Mariscal et al., 

2008), permitiendo o impidiendo el paso de solutos a través del epitelio. Esta vía 

posee dos componentes: uno de “poro”, que deja pasar únicamente moléculas 

pequeñas y iones (∼4-6 ) y uno de “fuga”, el cual es poco selectivo y deja pasar 

moléculas de gran tamaño (∼60 ) (Shen et al., 2011).  

Dentro de las proteínas transmembranales las más importantes y mejor estudiadas 

son la familia de las claudinas y la ocludina. La familia de las claudinas está formada 

por alrededor de 24 proteínas cuya estructura básica se compone de cuatro pases 

transmembranales, con sus dos extremos en el lado intracelular y dos asas 
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extracelulares que conectan las regiones transmembranales (Marchiando et al., 

2010). Estas proteínas son las responsables moleculares del componente de “poro” 

en la permeabilidad paracelular (Buckley & Turner, 2018). 

La ocludina también posee cuatro pases transmembranales, con ambos extremos en 

el citoplasma y dos asas extracelulares. A pesar de la aparente similitud, la ocludina 

tiene poca homología con las claudinas (Tsukita & Furuse, 1998). Además, sus asas 

extracelulares son muy cortas, mientras que su extremo C-terminal es mucho más 

largo, lo que le permite asociarse con proteínas citoplasmáticas, como ZO-1, ZO-2 y 

ZO-3, las cuales se encuentran formando una placa de anclaje al citoesqueleto 

(Cummins, 2012). En esta misma región, la ocludina puede ser objeto de 

modificaciones post-traduccionales, principalmente de fosforilación (Dörfel & Huber, 

2012; Raleigh et al., 2011). Debido a estas diferencias, la ocludina no es capaz de 

formar por sí sola una barrera epitelial, sino que modula la permeabilidad de los 

epitelios al aumentar el componente de “fuga” ante diversos estímulos, 

principalmente inflamatorios (Buckley & Turner, 2018). 

Por otro lado, ZO-1 forma una placa intracelular en las uniones estrechas (Zihni et al., 

2016). Posee una estructura modular, constituida por tres dominios PDZ, un dominio 

SH3, un dominio similar a guanilato-cinasa (Guk) y una región rica en prolinas cerca 

del C-terminal, dentro de la que se encuentra la región de unión al citoesqueleto de 

actina (González-Mariscal et al., 2000; Steinbacher et al., 2018). Se ha demostrado la 

unión de ZO-1 con las claudinas a través de su primer dominio PDZ (Itoh et al., 1999), 

a la ocludina (Furuse et al., 1994) y a las -, - y -cateninas (Rajasekaran et al., 1996), 

todas ellas mediante el dominio Guk (Steinbacher et al., 2018). Gracias a estas 

interacciones, ZO-1 ancla a las TJ al anillo de acto-miosina cortical (Van Itallie et al., 

2009). ZO-1 también puede oligomerizar consigo misma, con ZO-2 y ZO-3. Estudios 

recientes indican que la gran cantidad de interacciones proteicas de ZO-1 le confieren 

la habilidad de formar una interfase líquido-líquido, tanto en el citoplasma como en 
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las TJ (Beutel et al., 2019). De hecho, dicha separación de fases es necesaria para la 

formación de las TJ y la incorporación de ZO-1 a la membrana (Schwayer et al., 2019). 

Alteraciones Causadas por EPEC sobre las TJ 

EPEC es capaz de alterar las uniones estrechas, tanto in vitro (Canil et al., 1993; Spitz 

et al., 1995) como in vivo (Shifflett et al., 2005; Zhang et al., 2010). Mediante 

microscopía confocal y microscopía electrónica por criofractura se ha demostrado la 

relocalización de diversas claudinas y de ocludina desde la membrana hacia el 

citoplasma, así como la formación de bandas desorganizadas de proteínas 

relocalizadas hacia la membrana basolateral (Muza-Moons et al., 2004). Estas 

observaciones se corresponden funcionalmente con la caída de la Resistencia Trans-

Epitelial (TER) producida por EPEC y se cree que estos efectos contribuyen de manera 

importante a desencadenar la diarrea acuosa observada en los pacientes infectados 

con EPEC (Muza-Moons et al., 2004; Weflen et al., 2009). 

Estas alteraciones han sido relacionadas con diversos efectores, dentro de los que 

encontramos a map, Nle A (un efector de tipo No-LEE) y a la “proteína F secretada por 

E. coli” o EspF. Este efector se ha visto particularmente involucrado en el 

desensamblaje de las uniones estrechas (Canil et al., 1993; McNamara et al., 2001). 

De hecho, en ensayos utilizando una cepa mutante en el gen de espF, así como la cepa 

complementada, se ha demostrado que esta proteína es la principal responsable de 

la disrupción y degradación de las proteínas de las uniones estrechas (Muza-Moons 

et al., 2004; Singh et al., 2018). 

Proteína F Secretada por Escherichia coli 

EspF es una proteína codificada en la isla LEE de todos los organismos que producen 

lesiones de adhesión y eliminación (A/E), tales como EPEC, EHEC y Citrobacter 

rodentium (Holmes et al., 2010). En el caso de EPEC cuenta con un total de 206 aa, 

encontrándose en sus primeros 73 aa señales de secreción, de localización 

mitocondrial y nucleolar. Después de estas secuencias sigue una región rica en prolina 
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de 47 aa, la cual se repite de manera idéntica en el resto de la secuencia de EspF, 

formando módulos de repetidos ricos en prolina (PRR) altamente conservados en las 

bacterias A/E (Alto et al., 2007). Dentro de cada uno de estos módulos se presentan 

diferentes motivos de unión a proteínas eucarióticas (Peralta-Ramírez et al., 2008). 

De hecho, la presencia de motivos de unión a dominios SH3 (que precisamente se une 

a secuencias ricas en prolina) fue lo que motivó el descubrimiento de esta proteína 

(McNamara & Donnenberg, 1998). Además, EspF también posee motivos de unión al 

dominio CRIB, responsable de la activación de N-WASP (Alto et al., 2007). 

Esta característica tan particular de EspF es la responsable de su impacto en la 

fisiología celular. Al ser transportado al nucléolo, produce una redistribución de 

nucleolina hacia el citoplasma, lo que produce la detención en la síntesis de 

ribosomas, interrumpiendo con ello la síntesis proteica normal (Dean et al., 2010). 

Mientras que en la mitocondria induce la muerte celular y el desacoplamiento de la 

cadena de electrones, disminuyendo así la producción de ATP (Nagai et al., 2005). 

Por otra parte, recientemente se comprobó que ZO-1 se localiza desde tiempos 

tempranos en el pedestal de actina inducido por EPEC, y que EspF es necesario para 

su maduración gracias al reclutamiento de ZO-1 y afadina (Ugalde-Silva & Navarro-

Garcia, 2019). Esto llevó a los autores a proponer un mecanismo en el que primero se 

recluta ZO-1 al pedestal, luego afadina comienza a enriquecerse hasta el punto que 

co-localiza con ZO-1 y, finalmente, conforme el pedestal aumenta de tamaño, ZO-1 

permanece en la región del tallo del pedestal, mientras que afadina migra hacia la 

punta, perdiendo su co-localización e incrementando el tamaño de toda la estructura. 

Finalmente, EspF también se ha relacionado con cambios en transportadores 

membranales, como la disminución del simportador sodio-glucosa (SGLT-1), del 

intercambiador sodio-hidrógeno (NHE3) y de las acuaporinas (Holmes et al., 2010). 

Los mecanismos que median estas alteraciones son desconocidos, aunque 

posiblemente también se relacionen con la capacidad de EspF de interactuar con 

proteínas de la célula hospedera, probablemente del citoesqueleto de actina. 
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Endocitosis Mediada por Clatrina (CME) 

La endocitosis es el proceso mediante el cual la membrana plasmática adquiere 

curvatura, profundizándose como una bolsa hacia el interior de la célula, para 

finalmente desprenderse y formar una vesícula (Doherty & McMahon, 2009; 

Kaksonen & Roux, 2018). Mediante este mecanismo la célula es capaz de regular 

diferentes vías de señalización, sensar su entorno químico, adquirir nutrientes y 

mantener el recambio y la concentración de proteínas adecuada en la membrana 

plasmática (McMahon & Boucrot, 2011). 

La primera molécula descubierta relacionada con la endocitosis fue la clatrina. Su 

identificación fue posible gracias a la estructura en forma de “canasto” que forma 

alrededor de la vesícula (Pearse, 1975). Sin embargo, ahora sabemos que la 

endocitosis mediada por clatrina es sólo una de las muchas variedades de endocitosis 

que puede llevar a cabo la célula. Dentro de las otras vías endocíticas se incluyen las 

dependientes de caveolina-1, dependientes de flotilina y la macropinocitosis (Doherty 

& McMahon, 2009). 

La endocitosis mediada por clatrina (CME) se desarrolla en cinco pasos 

fundamentales: 1) iniciación, 2) reclutamiento del cargamento, 3) ensamblaje de la 

cubierta, 4) escisión de la membrana y 5) desnudamiento de la vesícula (McMahon & 

Boucrot, 2011). En cada uno de dichos pasos deben actuar un conjunto de proteínas 

con funciones específicas. 

Durante la iniciación la molécula adaptadora AP-2 hace de intermediario entre la 

membrana y la clatrina, ya que la clatrina no posee dominios de unión ni al 

cargamento ni a la membrana (McMahon & Boucrot, 2011). Además, las proteínas 

con dominios F-BAR remodelan la membrana. Los dominios BAR poseen una 

estructura arqueada con cargas positivas en su lado cóncavo, lo que les permite unirse 

a las cargas negativas de la membrana y otorgarle curvatura (Kirchhausen et al., 2014; 
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Zhao et al., 2011). A la estructura en esta etapa se le denomina “fosita” o “pit”, en 

inglés. 

Posteriormente, el cargo se acumula en las fositas gracias a la interacción de los 

extremos citoplasmáticos de las proteínas transmembranales, conocidas como 

receptoras del cargamento, con las moléculas adaptadoras. AP-2 así como otros 

adaptadores específicos para el cargo son los responsables de concentrar al cargo y 

al receptor cargo en las fositas (Kaksonen & Roux, 2018). 

Conforme el cargamento se acumula, y posiblemente ayudado por proteínas 

deformadoras de la membrana, la fosita se hace cada vez más profunda. A su vez, AP-

2 comienza a reclutar a la clatrina, la cual estabiliza la forma esférica de la vesícula 

(McMahon & Boucrot, 2011). La clatrina consta de un dominio WD40 en su extremo 

N-terminal, mediante el cual interacciona con AP-2 y con otras proteínas relacionadas 

con la endocitosis. Le sigue un brazo conformado por -hélices apiladas en zigzag. 

Finalmente, en su extremo C-terminal, posee motivos de interacción consigo misma 

y con la proteína Hsc70, relacionada con el desnudamiento de la vesícula. Cada 

molécula de clatrina está formada por una cadena pesada y una cadena ligera. Las 

cadenas pesadas trimerizan mediante su extremo C-terminal para formar una 

estructura con tres brazos llamada “triskelion”, del griego, que significa “tres piernas”. 

Las cadenas ligeras se unen cerca del extremo C-terminal de cada brazo del 

trisquelión, formando un hexámero de tres cadenas pesadas y tres ligeras 

(Kirchhausen et al., 2014). A su vez, cada trisquelión se ensambla para formar un 

enrejado de estructuras hexagonales y pentagonales, similares a las observadas en un 

balón de soccer, las cuales recubren a la vesícula (Kaksonen & Roux, 2018). 

En este punto, se empiezan a reclutar al cuello de la vesícula proteínas con dominios 

N-BAR, tales como SNX9 y anfifisina (McMahon & Boucrot, 2011). Los dominios N-

BAR poseen una curvatura más pronunciada que los F-BAR, lo que produce que el 

cuello se estreche progresivamente. Esto facilita la unión de la dinamina, la cual es 

reclutada por las mismas proteínas N-BAR. La dinamina es una proteína con actividad 
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GTPasa y es la encargada de cerrar el cuello de la fosita para formar una vesícula. 

Cuando la vesícula queda libre en el citoplasma, la cubierta de clatrina es 

desensamblada por las proteínas Hsc70 y auxilina, para poder permitir la fusión de la 

vesícula con la membrana del organelo blanco (Kirchhausen et al., 2014). 

El citoesqueleto de actina juega un papel importante en las etapas finales de la 

endocitosis, ya que se concentra en un extremo de la vesícula, formando ruffles o 

cometas, los cuales impulsan a la vesícula desde la membrana hacia el citoplasma 

(Collins et al., 2011). Este proceso está regulado por las proteínas N-WASP y Arp 2/3 

(Kaksonen & Roux, 2018), las cuales son reclutadas a las vesículas por los dominios 

SH3 de proteínas F-BAR, como TOCA-1 (Derivery & Gautreau, 2010) y SNX9 (McMahon 

& Boucrot, 2011). De hecho, recientemente se describieron otras dos proteínas con 

dominios BAR involucradas en la endocitosis, FCHSD1 y 2. En su caso, el dominio BAR 

carece de curvatura, por lo que se une a las regiones planas de la membrana 

plasmática de la que proviene la vesícula naciente. Desde esas zonas, recluta a N-

WASP para iniciar la polimerización de actina e impulsar a la vesícula hacia el interior 

de la célula (Almeida-Souza et al., 2018). 

Alteraciones de la Endocitosis Inducida por EPEC 

Se ha observado que EPEC puede alterar varias de las proteínas involucradas con la 

endocitosis. Por ejemplo, clatrina y dinamina se localizan en el pedestal durante la 

infección con EPEC. Además, ambas son necesarias para la formación y el crecimiento 

del pedestal (Unsworth et al., 2007; Veiga et al., 2007). 

La proteína SNX9, que se encarga de estrechar el cuello de la vesícula previamente a 

su escisión de la membrana (Lundmark & Carlsson, 2009), también es alterada por 

EPEC. Mediante los motivos de unión a SH3, la proteína EspF interacciona con los 

dominios homónimos en SNX9. Por otro lado, EspF también posee motivos de unión 

de los dominios CRIB que activan a N-WASP, facilitando así la polimerización de 

filamentos de actina (Alto et al., 2007). 
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Interesantemente, EspF se encontró co-localizando transitoriamente con clatrina 

cuando es transfectada en células HeLa. Mientras que al co-transfectar a EspF junto 

con SNX9, se formaron estructuras tubulares originadas a partir de la invaginación de 

la membrana plasmática en las que ambas proteínas co-localizan. Estructuras 

tubulares similares, formadas por SNX9, también son observadas durante la infección 

con EPEC (Alto et al., 2007). La formación de dichas estructuras es impedida al tratar 

a las células con inhibidores de la endocitosis mediada por clatrina, como 

clorpromazina y monodansil cadaverina (MDC) (Weflen et al., 2010). De hecho, al 

silenciar a SNX9 o N-WASP en células CaCo-2, se impide la re-localización de ZO-1 

durante la infección con EPEC. Resultados similares son obtenidos al mutar los sitios 

de unión a SNX9 o N-WASP en EspF (Garber et al., 2018). 

Antecedentes Directos 

El mecanismo endocítico durante el recambio normal de las claudinas y ocludina es 

desconocido. Sin embargo, se sabe que pueden ser internalizadas al exponer a las 

células a diversos estímulos. Por ejemplo, la exposición a TNF- activa la cinasa de las 

cadenas ligeras de miosina (MLCK) e induce la endocitosis de ocludina mediada por 

caveolina (Marchiando, Shen, et al., 2010), mientras que en ensayos de switch de 

calcio se produce la endocitosis de las uniones estrechas (TJ) en vesículas recubiertas 

de clatrina (Ivanov et al., 2004). Hasta el momento, tampoco se han estudiado los 

mecanismos endocíticos que induce EPEC sobre las proteínas de las uniones 

estrechas. 

Una vez que las proteínas de las uniones estrechas son internalizadas, deben 

continuar una ruta de reciclamiento o de degradación. En el caso de las claudinas, son 

redirigidas hacia la membrana mediante la vía de reciclaje lento (Dukes et al., 2011), 

mientras que la ocludina, en su mayoría, es degradada en los lisosomas y sintetizada 

de novo (Fletcher et al., 2014). La transfección del gen espF en células MDCK produce 

la disminución de claudina-1, claudina-4, ocludina y ZO-1 por mecanismos 

transcripcionales y post-transcripcionales (Singh et al., 2018). No obstante, se 
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desconoce si estos efectos son similares durante la infección por EPEC, así como la 

ruta endocítica que lleva a la disminución de dichas proteínas. 

EPEC también modifica la polaridad celular, produciendo la endocitosis del complejo 

crumbs3 y cambiando la localización de la Na+/K+ ATPasa (Tapia et al., 2017b, 2017a). 

Igualmente, EPEC altera el tráfico endosomal normal, cambiando la ruta de la 

transferrina de un reciclaje lento, mediado por Rab11, a un reciclaje rápido, 

caracterizado por vesículas EEA1 positivas (Kassa et al., 2019). Por lo que resultaría 

interesante estudiar si estos efectos son similares en el caso de las proteínas de las 

uniones estrechas. 

Además, en nuestro laboratorio se ha demostrado, mediante el análisis en un 

software de motivos lineales eucarióticos, que EspF también posee motivos de unión 

a dominios PDZ de clase III y motivos de unión a dominios SH3; dominios encargados 

de las interacciones proteína-proteína en las TJ y del citoesqueleto de actina, 

respectivamente. De hecho, durante la infección en células epiteliales, EspF se puede 

unir tanto al complejo Arp 2/3 y a la profilina, como a ZO-1 (Peralta-Ramírez et al., 

2008). 

Aunado a esto, en experimentos recientes de nuestro grupo de trabajo se observó 

que al inhibir las vesículas recubiertas de caveolina utilizando Filipina III o al inhibir la 

macropinocitosis con el fármaco amilorida, no se prevenía la caída de la TER inducida 

por la infección con EPEC. En cambio, cuando se utilizaron inhibidores de la 

endocitosis mediada por clatrina (EMC), como la monodansil-cadaverina (MDC) o la 

molécula Pitstop ® 2 la disminución de la TER inducida por EPEC es detenida 

(González-Lugo, no publicado). 
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Pitstop ® 2 

A pesar de que tanto la MDC como el Pitstop 2 pudieron impedir la caída de la TER, la 

amplitud de la disminución fue muy diferente para ambos compuestos. Mientras que 

con la MDC se logró una inhibición parcial en la pérdida de la TER, los resultados con 

Pitstop 2 fueron contundentes, manteniendo una TER prácticamente idéntica a las 

células sin infectar, incluso con la dosis más baja utilizada. 

La diferencia tan contrastante entre ambos inhibidores probablemente se deba a su 

mecanismo de acción. Por un lado, la MDC impide la incorporación de los 

trisqueliones a la vesícula naciente, pero el resto de las vesículas pueden continuar la 

endocitosis de manera normal. En cambio, Pitstop 2 fue diseñado para interferir con 

la unión de la molécula adaptadora AP-2 con la clatrina, impidiendo la endocitosis en 

todas sus etapas; es decir, “congelando” la endocitosis en cualquier momento de su 

desarrollo (Von Kleist et al., 2011).  
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Planteamiento del Problema 

Las infecciones por cepas patógenas de E. coli, especialmente EPEC, producen 

enfermedades diarreicas que pueden llegar a ser graves e incluso mortales, 

especialmente en niños menores de 5 años. Esta bacteria es muy prevalente en 

nuestro entorno, así como en otros países en vías de desarrollo, por lo que continuar 

la investigación en torno a sus mecanismos de patogenicidad resulta fundamental 

para poder entender el proceso de salud-enfermedad con el fin de combatirlo. 

Dentro de los mecanismos productores de diarrea, la alteración de las TJ juega un 

papel esencial. Cuando dichas estructuras se ven afectadas, el epitelio intestinal 

pierde su capacidad de regular la entrada y salida de iones y otros solutos, además de 

su capacidad de barrera frente a la invasión de microorganismos intestinales. 

Uno de los principales efectores de EPEC que altera las TJ es EspF, produciendo el 

desplazamiento de las proteínas de las uniones estrechas, así como su endocitosis y 

posterior degradación. Los mecanismos que EspF utiliza para producir tales 

alteraciones son conocidos solamente de manera parcial. Posee la peculiar 

característica de unirse a una miríada de dominios eucarióticos en proteínas 

relacionadas con el citoesqueleto de actina, con las uniones estrechas y la CME, entre 

otras; además de modificar el tráfico vesicular normal.  

El principal mecanismo de alteración de las TJ es la endocitosis de sus proteínas 

transmembranales. Debido a la estrecha relación que tiene EspF con las proteínas de 

la CME, sería interesante estudiar si alguno de estos mecanismos está relacionado con 

el desensablaje de las TJ. Por este motivo, nos planteamos analizar la vía endocítica 

que induce la cepa de EPEC 2348/69 sobre las TJ en una línea intestinal, así como su 

destino una vez que han sido endocitadas. 
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Pregunta de Investigación 

¿Cuál es el mecanismo mediante el cual EspF induce la disrupción de las uniones 

estrechas durante una infección en células intestinales por EPEC? 

Hipótesis 

EspF interactúa con proteínas de la endocitosis mediada por clatrina y/o de las 

uniones estrechas, lo que produce su internalización y posterior degradación 

lisosomal. 

Objetivos 

Objetivo General 

Identificar si el mecanismo de endocitosis está relacionado con la disrupción de las 

uniones estrechas inducida por EspF durante la infección de EPEC en la línea celular 

CaCo-2-BBe1. 

Objetivos Particulares 

 Identificar cuál vía endocítica induce EPEC sobre las uniones estrechas. 

 Identificar las proteínas con las que interacciona EspF en las vesículas endocíticas 

de las uniones estrechas mediante el uso de la molécula Pitstop 2®. 

 Determinar el orden de interacción de EspF con las proteínas de las uniones 

estrechas y/o de la vía endocítica. 

 Reconocer el destino de las proteínas de las uniones estrechas en la vía de 

degradación y/o reciclamiento endosomal. 

 Determinar las alteraciones de las uniones estrechas inducidas por las variantes 

LB15 y BA320 de EspF. 
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Material y Métodos 

Cultivo bacteriano 

Todas las cepas bacterianas fueron mantenidas en medio LB-agar al 1.5% por un 

máximo de 2 semanas, después de ese tiempo se descongeló la cepa fresca en medio 

sólido. Para realizar las infecciones, se sembró cada cepa en medio LB líquido en tubos 

de ensayo, tomando una asada de una colonia única del medio sólido. 

Posteriormente, se dejaron crecer toda la noche (overnight) de 16-18 h a 37 °C en 

cultivo estático. 

Infección celular 

En todos los procedimientos para realizar las infecciones se utilizó DMEM sin 

suplementos. Previo a la infección, las células se lavaron dos veces con DMEM y 

posteriormente se incubaron por 2 h a 37 C y 5% de CO2. Una vez terminada la 

incubación overnight, las bacterias se activaron para aumentar la expresión del T3SS 

por 2 h con una dilución 1:20 de medio DMEM a 37 C y 5% de CO2. Posteriormente, 

se midió la densidad óptica (DO) y se ajustó el volumen de bacterias de acuerdo a una 

multiplicidad de infección (MOI) de 100 bacterias/célula. En seguida, se añadió el 

cultivo bacteriano a la monocapa celular y se mantuvieron en DMEM sin suplementos, 

a 37 C y 5% de CO2 por el resto del tiempo de infección. Se realizaron cinéticas de 

infección de 30, 45 y 60 minutos, midiendo nuevamente la DO en cada tiempo para 

ajustar el crecimiento bacteriano a una misma MOI. 

Cultivo celular 

Se utilizaron células CaCo-2-BBe1, las cuales se mantuvieron a 37 C y 5% de CO2 en 

cajas de cultivo Corning® con DMEM suplementado con 10% SFB, 1% de aminoácidos 

no esenciales, 5 mM L-glutamina, penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 g/mL). 

Se realizó cambio de medio cada tercer día. Se realizaron pases celulares con las 
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células en sub-confluencia (80%) utilizando tripsina 0.25%. Para los procedimientos 

experimentales se sembraron células a una densidad de 5-6  104 células/cm2 y se 

mantuvieron hasta su diferenciación espontánea (10-14 días de cultivo), valorada 

visualmente por la presencia de domos en la monocapa. 

Inhibición de la endocitosis 

Pit-Stop 2 fue utilizado a una concentración de 12 M diluido en DMEM con HEPES 

pH 7.4, sin suplementos. Todas las condiciones, independientemente del tiempo de 

infección, fueron incubadas en un total de 60 min con el inhibidor Pit-Stop 2 a 37 C y 

5% de CO2. Para detener los procesos endocíticos, se incubaron a las células con Pit-

Stop 2 durante 5 minutos previos a realizar la infección. Posteriormente, se 

mantuvieron con el Pit-Stop 2 por el resto del tiempo de infección para evitar la 

pérdida del efecto. 

Inmunofluorescencia y anticuerpos 

Se sembraron células CaCo-2-BBe1 en portaobjetos LabTek® de 8 pozos, se 

mantuvieron hasta la diferenciación y se infectaron como se describió previamente. 

Una vez terminado el tiempo de infección se retiró todo el medio de cultivo y las 

células fueron fijadas y permeabilizadas. Para mantener las proteínas de las uniones 

estrechas, las células se fijaron y permeabilizaron con PFA al 1% por 15 min, seguido 

de una mezcla de metanol y acetona a una relación 1:1 por 5 min a 20C. 

Posteriormente, se bloqueó con una solución de BSA al 1% por 1 h a temperatura 

ambiente. Los anticuerpos primarios se incubaron overnight de 12-14 h a 4 C  y los 

secundarios se incubaron por 1 h a temperatura ambiente, ambos en agitación suave. 

Al terminar la incubación se dejaron secar las preparaciones por 1 h, se montaron con 

Vectashield® y se sellaron con esmalte de uñas.  

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-ZO-1 policlonal (Invitrogen, 

en conejo, 61-7300), anti-Clatrina x22 monoclonal (Invitrogen, en ratón, MA1-065), 
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anti-Clatrina policlonal (Santa-Cruz, en cabra, sc-6579) y anti-Ocludina monoclonal 

(Invitrogen, en ratón, 33-1500). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-

ratón Cy5 (Jackson, en burro, 715-175-150), anti-conejo Cy5 (Jackson, en burro, 711-

175-152) y anti-cabra FITC (Jackson, en burro, 705-095-003). Las preparaciones fueron 

contra-teñidas con faloidina rodaminada para detectar la F-actina y DAPI para 

detectar el DNA en los núcleos. 

Análisis de las imágenes y estadística 

Las laminillas fueron analizadas usando el microscopio confocal TCS SP8 (Leica 

Microsystems) y el software de Leica LAS AF Lite. Las imágenes obtenidas por 

microscopía confocal fueron exportadas en formato TIFF en una resolución de 

1024x1024 pixeles con el fin de analizarlas mediante el software ImageJ (Rasband, 

1997; Schneider et al., 2012). Para la obtención de las gráficas de intensidad lineal, se 

dibujó una línea recta sobre el objeto a analizar y se utilizó la herramienta RGB Profile 

Plot. 

Para el análisis de la co-localización, las imágenes se transformaron al formato 

RGB y se separaron los canales rojo y verde. Posteriormente, se segmentaron 

aplicando el filtro Threshold al canal verde (clatrina). La imagen binaria resultante se 

utilizó para seleccionar los puntos fluorescentes (vesículas putativas) y eliminar el 

fondo. La selección se guardó como región de interés (ROI) y se utilizó para la 

cuantificación de la co-localización. Las gráficas de dispersión y los coeficientes de 

correlación se obtuvieron mediante la herramienta Colocalization Finder usando las 

ROI’s previamente seleccionadas. Para el análisis basado en objetos, se utilizó la 

herramienta JCoP (Bolte & Cordelières, 2006; Cordelières & Bolte, 2008). 

El análisis estadístico de los coeficientes de Pearson y la cantidad de vesículas 

co-localizando fue realizado mediante el software SigmaPlot 12.0. Se utilizó la prueba 

t-student no pareada, tomando como estadísticamente significativos valores por 

debajo de 0.05. 
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Resultados 

La infección con EPEC WT induce la co-localización parcial de ZO-1 y 

clatrina 

Uno de nuestros principales objetivos era poder estudiar el comportamiento de las 

uniones estrechas (TJ) en las etapas iniciales de su desensamblaje durante la infección 

por EPEC. Como abordaje inicial, estudiamos la vía endocítica de las proteínas de las 

uniones estrechas. Sin embargo, estos cambios son muy sutiles en tiempos 

tempranos, además de que los mecanismos de endocitosis suelen ocurrir en el 

transcurso de segundos/minutos. Para visualizar el proceso con mayor precisión, 

decidimos utilizar una alta cantidad de bacterias en relación con el número de células 

(MOI 100), las cuales fueron teñidas mediante inmunofluorescencia y analizadas 

mediante microscopía confocal a los 30, 45 y 60 min de infección por EPEC WT. 

Mediante esta estrategia conseguimos intensificar las alteraciones inducidas durante 

la infección y, en consecuencia, aumentar la probabilidad de observar la endocitosis 

en el momento exacto en el que se está llevando a cabo.  

La primera de las proteínas de las TJ analizadas fue ZO-1, para lo cual 

infectamos células CaCo-2-BBe1 con EPEC WT a diferentes tiempos y las analizamos 

por inmunofluorescencia usando anticuerpos anti-ZO-1 y anti-clatrina, seguidos de 

anticuerpos secundarios acoplados a Cy-5 (rojo) y fluoresceína (verde), 

respectivamente. En las células sin infectar podemos observar la distribución normal 

de ZO-1 en la región apical de la membrana plasmática. ZO-1 se detectó por una señal 

fluorescente fuerte, compacta y uniforme, la cual delimitó nítidamente a las células, 

formando el patrón clásico de malla de gallinero de esta proteína (Fig. 1A). 

Durante la infección con EPEC WT se produjo una disminución de la 

localización de ZO-1 en la membrana, manifestado por una señal débil e irregular. Los 

sitios en donde la señal disminuía se alternaban con otros en donde la señal se 
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engrosaba (Fig. 1C). En ciertas regiones la señal de ZO-1 se desprendía de la 

membrana hacia el citoplasma, formando haces de aspecto tortuoso. Estas 

alteraciones ocurrieron desde los 30 min de infección y fueron mucho más intensas a 

los 60 min (Fig. 1D). En algunas células se formaron puntos fluorescentes 

intracelulares de entre 200-400 nm de diámetro, los que podían permanecer unidos 

a la membrana por filamentos delgados o encontrarse como estructuras 

independientes, tanto en regiones centrales del citoplasma como en estrecha 

cercanía con la membrana plasmática. 

Las observaciones anteriores indican que las TJ están siendo alteradas por 

EPEC WT. Para determinar la relación entre el desensamble de ZO-1 y la endocitosis 

de las proteínas de las TJ, analizamos la señal de las cadenas pesadas de clatrina de 

manera conjunta con ZO-1. 

Sorprendentemente, desde los 30 min de infección pudimos observar co-

localización de la señal de clatrina y de ZO-1, aunque ésta se limitó a la membrana 

celular (Fig. 1B, flechas blancas). En algunas células ZO-1 se desprendió de la 

membrana, formando cúmulos citoplasmáticos intensos, los cuales también co-

localizaron parcialmente con la clatrina (Fig. 1B, flecha azul). 

En las células infectadas por 45 min se detectó un aumento en el tamaño de 

las vesículas recubiertas por clatrina. No obstante, la frecuencia de co-localización fue 

baja (Fig. 1C). En cambio, a los 60 min de infección la cantidad de vesículas endocíticas 

disminuyó considerablemente; sin embargo, hubo un aumento en la intensidad y 

proporción de puntos fluorescentes co-localizando con ZO-1, principalmente en el 

citoplasma (Fig. 1D). 

  



20 
 

 

  

 

 

 
Figura 1. Alteraciones de la proteína ZO-1 durante la infección de células CaCo-2-BBe1 por EPEC WT. 
Las células se infectaron por 30, 45 y 60 min, se fijaron con PFA 1% y una mezcla de metanol/acetona 
para preservar las TJ. Posteriormente, se marcaron con anti-ZO-1 (rojo) y anti-Clatrina (verde). A) 
Células sin infectar (Mock). B) Células infectadas durante 30 min. Las flechas blancas señalan los sitios 
en donde la señal de clatrina co-localizó con la de ZO-1 a nivel membranal. La flecha azul muestra un 
gran cúmulo citoplasmático de ZO-1 co-localizando con la clatrina. C) Células infectadas durante 45 
min. Las flechas verdes señalan zonas en donde la señal de ZO-1 se engrosó, las flechas blancas indican 
los sitios donde ZO-1 y clatrina se encuentran muy cerca. D) Células infectadas durante 60 min. Las 
flechas azules muestran los sitios donde ZO-1 se está desprendiendo de la membrana, la punta de 

flecha señala la co-localización de ZO-1 y clatrina en posibles vesículas. La barra indica 15 m. 
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En un inicio, estos resultados parecieron contradictorios, ya que señalaban 

que ZO-1 se encontraba en las mismas estructuras que las moléculas de clatrina a los 

60 min de infección, pero no a los 45 min. Sin embargo, un análisis más detallado y a 

mayor aumento de las imágenes obtenidas a los 45 min mostró que, a pesar de no 

haber co-localización entre ZO-1 y clatrina, la señal de ZO-1 seguía un patrón de 

distribución muy similar al de la clatrina (Fig. 2A). Al cuantificar la intensidad de 

fluorescencia, identificamos que la intensidad de clatrina (verde) fue casi el doble de 

la de ZO-1 (rojo), lo que impidió su co-localización (Fig. 2C). En cambio, después de 60 

min de infección clatrina y ZO-1 se encontraron co-localizando (Fig. 2B). En 

concordancia, la intensidad de la señal de clatrina (verde), disminuyó a valores muy 

similares a los de ZO-1 (rojo) (Fig. 2C).  

En resumen, a los 45 min de infección, ZO-1 y clatrina únicamente co-

ocurrieron en las mismas regiones, mientras que a los 60 min de infección se 

encontraron co-localizando. 

ZO-1 Clatrina Merge 

 

 
Figura 2. Co-localización de ZO-1 con clatrina tras la infección de células CaCo-2-BBe1 por EPEC WT. 
Las imágenes mostradas en la Figura 1 fueron analizadas a mayor aumento. A) Células infectadas 
durante 45 min. Se observan tres posibles vesículas recubiertas de clatrina co-ocurriendo con ZO-1. A 
la derecha se observa otra vesícula positiva para ZO-1 pero sin señal de clatrina. B) Células infectadas 
durante 60 min. Se muestran dos sitios en donde la señal de clatrina co-localiza con la de ZO-1 en 
posibles vesículas recubiertas. C) y D) Utilizando el software ImageJ, se cuantificó la intensidad de 
fluorescencia a lo largo de las líneas que aparecen en los paneles de la izquierda. Los resultados se 

graficaron de acuerdo a la intensidad de los pixeles. Barra indica 5 m. 
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 Ocludina Clatrina Merge 

 

 

 

 
Figura 3. Alteraciones de ocludina durante la infección de células CaCo-2-BBe1 por EPEC WT. 
Las células fueron infectadas y fijadas como se indica en la Figura 1. Se realizó el marcaje con 
anticuerpos anti-Ocludina (rojo) y anti-Clatrina (verde). A) Células sin infectar (Mock), nótese la 
ausencia de sombras fluorescentes, lo que indica que la mayoría de ocludina se encuentra asociada a 
las TJ. B) Células infectadas durante 30 min, las flechas señalan la ocludina redistribuida a la membrana 
basolateral que, al no ser totalmente paralela con la membrana apical, produce una sombra 
fluorescente. C) Células infectadas durante 45 min, se observa mayor relocalización hacia la membrana 
basolateral. D) Células infectadas durante 60 min, la señal de ocludina en la membrana apical es muy 

débil, habiendo sido relocalizada hacia el citoplasma o la membrana basolateral. La barra indica 15 m.  
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La endocitosis de ocludina durante la infección con EPEC WT se 

produce por una vía independiente de clatrina 

Los resultados que obtuvimos con ZO-1 sugieren que alguna de las proteínas 

transmembranales de las TJ está siendo endocitada mediante vesículas recubiertas 

de clatrina. La ocludina y la familia de las claudinas son los dos principales grupos de 

proteínas transmembranales asociadas a las TJ, por lo que decidimos comenzar 

analizando la vía endocítica de la ocludina. Para determinar si la ocludina es 

endocitada en vesículas recubiertas de clatrina realizamos el marcaje conjunto de 

ocludina y clatrina por inmunofluorescencia. 

De manera similar a ZO-1, la señal de ocludina en las células sin infectar se 

caracterizó por una señal intensa, de bordes gruesos y nítidos (Fig. 3A). En contraste, 

las células infectadas se caracterizaron por interrupciones en la señal de ocludina a lo 

largo de la membrana plasmática, formando una línea discontinua que delimitaba a 

las células (Fig. 3B-D). Estos eventos sugieren que la ocludina está siendo endocitada. 

Además, también pudimos detectar la relocalización de la ocludina hacia las 

regiones basolaterales de la membrana plasmática, efecto que en las imágenes 

sobrepuestas (merge) se observa como una sombra de aspecto semilunar que se 

sobrelapa con la señal de la membrana apical, la cual es mucho más intensa y definida 

(Fig. 3B, flechas). Hacia los 60 min, la señal de ocludina en la membrana apical era 

débil y delgada, habiéndose relocalizado en su mayoría hacia el citoplasma o la 

membrana basolateral. 

Los puntos fluorescentes observados en el citoplasma, que se corresponden 

con vesículas putativas, fueron mucho más intensos que los detectados con ZO-1. A 

pesar de esto, en ninguna de las imágenes se observó la señal de clatrina co-

localizando con ocludina en el citoplasma. En cambio, la señal de clatrina asociada a 

la membrana podía co-localizar de manera parcial con la ocludina (Fig. 4A y 4E). Sin 

embargo, a medida que se formaba la vesícula y ésta era estrangulada del resto de la 
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membrana, la co-localización se perdía (Fig. 4B-C y 4F-G). Aún más, las vesículas 

recubiertas de clatrina podían seguirse formando aún en ausencia de ocludina, en los 

sitios donde a señal de ocludina había sido interrumpida (Fig. 4D y 4H). En 

concordancia, las gráficas de intensidad muestran que las curvas de clatrina y ocludina 

se van separando (Fig. 4E-H). Además, la señal de clatrina fue ligeramente más débil 

que la de ocludina durante su co-localización en la membrana (Fig. 4E) y aumentó en 

etapas posteriores hasta superar la intensidad de ocludina (Fig. 4H). 

Ocludina Clatrina Merge 

 

 
Figura 4. Distribución de ocludina y clatrina en la membrana durante la infección de células CaCo-2-
BBe1 con EPEC WT. Las imágenes de la Figura 3 se analizaron a mayor aumento. A) Células infectadas 
durante 30 min. La señal de clatrina se concentra en la membrana, donde co-localiza parcialmente con 
ocludina. B) Células infectadas durante 45 min. Conforme la señal de clatrina se desprende de la 
membrana, la co-localización se mantiene en la membrana, pero en el resto de la vesícula hay ausencia 
de ocludina. C) Células infectadas durante 60 min. Las vesículas recién estranguladas tampoco poseen 
señal de ocludina, la flecha muestra una vesícula positiva para ocludina, pero negativa para clatrina. D) 
Células infectadas durante 45 min. Concentración de clatrina en las zonas de la membrana desprovistas 
de ocludina. E) – H) Gráficas de intensidad producidas al analizar las imágenes de los paneles A) – D) 

mediante el software ImageJ. La barra indica 5 m. 
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Estos resultados indican que la endocitosis de la ocludina y la endocitosis mediada por 

vesículas recubiertas de clatrina carecen de correlación temporal y espacial, 

representando procesos independientes. 

Análisis cuantitativo de la co-localización de ZO-1 y ocludina con 

clatrina 

Para darle mayor soporte a nuestras observaciones, cuantificamos la co-localización 

de ZO-1 u ocludina con clatrina. Con este fin, utilizamos como primera metodología 

el coeficiente de correlación de Pearson. Para ello, organizamos los pixeles en un 

gráfico de dispersión de acuerdo a la correlación de sus intensidades (Fig. 5A y 5B) y 

calculamos el grado con el que la gráfica se ajustó a una línea recta mediante 

regresión lineal. Entre más cercana a una línea recta sea la distribución de los pixeles, 

más cercano a 1 será el valor del coeficiente de correlación y mayor el grado de co-

localización. Valores iguales a 1 traducen una co-localización perfecta (Dunn et al., 

2011). Utilizando esta metodología, encontramos que los pixeles de ocludina (rojo) y 

clatrina (verde) se distribuyen a lo largo de los ejes de la gráfica (Fig. 5A). En 

concordancia, los coeficientes de correlación para esas gráficas fueron inferiores a 

0.15 (Fig. 5C). En contraste, los pixeles de ZO-1 se concentraron alrededor de una 

diagonal en el centro del gráfico, produciendo un mejor ajuste a una recta (Fig. 5B) y 

valores intermedios en el coeficiente de Pearson, alrededor de 0.5 (Fig. 5C). Este 

patrón es característico de una co-localización parcial (Bolte & Cordelières, 2006). 

El coeficiente de correlación de Pearson es muy útil como aproximación inicial 

de la co-localización. Sin embargo, es muy sensible a las variaciones en la intensidad 

de fluorescencia y a la fluorescencia de fondo, dificultando la diferenciación de 

señales con co-localización parcial de aquellas que no co-localizan. Por este motivo, 

los valores en rangos intermedios requieren la confirmación de la co-localización 

mediante otros métodos (Bolte & Cordelières, 2006). 
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Figura 5. Cuantificación de la co-localización de ocludina o ZO-1 con clatrina. 
Las imágenes obtenidas por microscopía confocal fueron segmentadas para seleccionar las vesículas 
putativas recubiertas de clatrina y realizar el análisis. A) y B) Imágenes representativas de los gráficos 
de dispersión obtenidos a los 60 min de infección. A) Distribución perpendicular de los pixeles de 
ocludina (rojo) y clatrina (verde), indicando ausencia de correlación. B) Distribución difusa sobre una 
diagonal de los pixeles de ZO-1 (rojo) y clatrina (verde), lo que indica co-localización parcial. C) Gráfica 
de los coeficientes de correlación de Pearson para ocludina y ZO-1. No se encontró diferencia 
significativa entre la condición sin infectar y 45 min de infección. D) Gráfica del porcentaje de vesículas 
de clatrina co-localizando con ZO-1 u ocludina utilizando el análisis basado en objetos. A los 45 min de 
infección hubo un 20% más de vesículas de clatrina co-localizando con ZO-1 que en las células sin 
infectar, cifra que aumentó al 50% a los 60 min de infección. Los asteriscos sobre las barras de ocludina 
indican la diferencia entre ocludina y ZO-1 en los respectivos tiempos de infección. El análisis se realizó 
en al menos cuatro campos distintos de cada una de las condiciones. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 
0.001. 

Para confirmar que ZO-1 y clatrina poseían una co-localización parcial, 

utilizamos una segunda metodología, denominada “análisis basado en objetos”. Este 

tipo de análisis cuantifica co-ocurrencia, lo que resulta adecuado para procesos 

biológicos que no siguen un patrón de correlación lineal (Bolte & Cordelières, 2006). 

En este caso, las imágenes se segmentaron para seleccionar los puntos de la señal de 

clatrina, que corresponden a vesículas putativas. Luego se cuantificó la proporción de 

los puntos que también fueron positivos para ocludina o ZO-1. Nuestros resultados 
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revelaron un aumento de la co-ocurrencia de ZO-1 con clatrina de casi el 20% a los 45 

min de infección, asociación que aumentó a más del doble (50%) a los 60 min. En 

contraste, la tasa de co-ocurrencia para la ocludina se mantuvo en niveles debajo del 

10% para todas las condiciones probadas (Fig. 5D). 

En conjunto, estos resultados proporcionan evidencia objetiva de que ZO-1 co-

localiza con las vesículas recubiertas de clatrina desde los 45 min de infección con 

EPEC WT, la cual se vuelve más intensa a los 60 min. 

Pitstop ® 2 fue incapaz de impedir la relocalización de ZO-1 y Ocludina 

a tiempos tardíos 

La molécula Pitstop 2 es un potente inhibidor de la endocitosis mediada por clatrina 

y puede detener la endocitosis en cualquiera de sus etapas (Von Kleist et al., 2011). 

Previamente, nuestro grupo de trabajo encontró que utilizando Pitstop 2 se impedía 

la caída de la resistencia trans-epitelial y la relocalización de claudina-1 tras una 

infección con EPEC WT (González-Lugo, no publicado). 

Por ese motivo, decidimos utilizar la molécula Pitstop 2 para evaluar las 

alteraciones inducidas sobre ZO-1 y ocludina durante la infección con EPEC WT. Para 

dicho propósito, incubamos a las células con este inhibidor por 5 min previos a 

comenzar la infección y durante 1 h en total, independientemente del tiempo de 

infección. Esta estrategia nos permitió separar los efectos provocados por EPEC WT 

de algún tipo de toxicidad inducido por la incubación prolongada con el inhibidor. Al 

finalizar el tiempo de infección las células fueron fijadas y teñidas de la misma manera 

que en los experimentos previos. 
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Figura 6. Efectos de Pitstop 2 sobre la relocalización de ZO-1 durante la infección con EPEC WT. 
Las células fueron incubadas 5 min previos a la infección con el inhibidor Pitstop 2, posteriormente 
se infectaron con EPEC WT y se mantuvieron con el mismo medio por el resto del experimento. Al 
terminar el tiempo de infección se fijaron y analizaron mediante inmunofluorescencia. A) Células 
infectadas durante 45 min con EPEC WT. Se observan pocos haces laterales y la intensidad de ZO-1 
es muy similar a las células mock (compárese con Fig. 1A). B) Un campo diferente de células 
infectadas durante 45 min con EPEC WT. Las flechas blancas indican los gruesos haces laterales de 
ZO-1 desprendiéndose de la membrana, la cual quedó desprovista de ZO-1 (puntas de flecha). Las 
flechas azules indican la co-ocurrencia de ZO-1 con clatrina. C) Células infectadas durante 60 min. 
La señal de ZO-1 fue mínima y la cantidad de vesículas disminuyó considerablemente. La barra 

indica 15 m. 

Cuando se marcó ZO-1 en las células que fueron incubadas con Pitstop 2 

pudimos observar que en algunos campos a los 45 min de infección, las células 

mantuvieron una señal intensa de ZO-1 en la membrana y pocos haces laterales, muy 

parecido a la de la condición sin infectar (Fig. 6A, compárese con la Fig. 1A). Mientras 

que en otros campos al mismo tiempo de infección, la señal de ZO-1 aumentó de 

espesor e intensidad en la membrana y se desprendía en forma de gruesos haces 
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laterales, mucho más gruesos e intensos que en las células sin Pitstop 2 (compárese 

Fig. 6B con 1C), dejando como remanente una señal débil y delgada en la membrana. 

Además, ZO-1 y clatrina mantuvieron su co-ocurrencia en el citoplasma (Fig. 6B). 

Finalmente, a los 60 min de infección la señal de ZO-1 en las TJ fue muy débil y los 

gruesos haces laterales estaban prácticamente ausentes. En contraste, en las células 

infectadas durante 60 min pero sin Pitstop 2, aún se podían observar haces de ZO-1 

desprendiéndose de la membrana. Además, había mayor concentración de ZO-1 en 

las TJ en comparación con las células tratadas con Pitstop 2 (Compárese Fig. 6C con 

1D). 

En el caso de ocludina, a los 30 min las alteraciones fueron similares a las 

células infectadas con EPEC WT y sin Pitstop 2, con una señal discontinua en la 

membrana y parte de la ocludina redistribuyéndose hacia la membrana basolateral 

(Fig. 7A, compárese con la Fig. 3B). A los 45 min, la señal de ocludina no presentaba 

discontinuidades en la membrana, a diferencia de las células no tratadas con Pitstop 

2 (compárese Fig. 7B con 3C). Esto es sugerente de ausencia de endocitosis. A su vez, 

observamos una disminución en la intensidad de la señal a nivel de las TJ y un 

aumento en la membrana basolateral (Fig. 7B). Hacia los 60 min la señal de ocludina 

se encontraba mayormente en la membrana basolateral y la señal en las TJ había 

desaparecido casi por completo. La intensidad de ocludina también disminuyó 

considerablemente en comparación con las células sin Pitstop 2 a los mismos tiempos 

de infección (Fig. 7C, compárese con la Fig. 3D), quizás debido a que se encuentra 

dispersa en toda la membrana y eso hace su señal más difusa. 

Estos hallazgos sugieren que a los 45 min de infección, Pitstop 2 ha inhibido la 

endocitosis de ocludina. No obstante, la ocludina aún es capaz de relocalizarse hacia 

la membrana basolateral, fuera de las TJ. 
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Figura 7. Efectos de Pitstop 2 sobre la distribución de ocludina durante la infección con EPEC WT. 
Las células fueron tratadas al igual que en el experimento anterior, pero utilizando un anticuerpo anti-
Ocludina. A) Células infectadas por 30 min. Se observa un patrón similar al de la infección sin Pitstop 2 
(Fig. 3B). B) Células infectadas por 45 min. La ocludina se distribuyó principalmente hacia la membrana 
basolateral (puntas de flecha), adelgazando la señal de las TJ (flechas). C) Células infectadas por 60 min. 
La señal de ocludina es muy difusa y casi imperceptible en las TJ. La mayoría de la señal de clatrina 

también se perdió. La barra indica 15 m. 

Para poder comprender mejor los efectos de Pitstop 2 sobre las células, 

también cuantificamos las vesículas putativas de clatrina en cada una de las 

condiciones. Como se aprecia en las Figuras 6 y 7, la señal de clatrina disminuyó 

conforme aumentó el tiempo de infección. A los 30 min, la cantidad de vesículas 

endocíticas fue muy alta, superando incluso a la condición sin infectar (compárese 

Fig. 7A con 3A). Sin embargo, conforme avanzó el tiempo de infección, el número de 

vesículas disminuyó progresivamente, hasta ser casi indetectables a los 60 min de 

infección (Fig. 7C y 6C). 
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De manera interesante, en las células que no fueron incubadas con Pitstop 2 

la cantidad de vesículas fue alternante. A los 30 min de infección, la cantidad de 

vesículas fue ligeramente menor que en las células sin infectar, mientras que este 

valor aumentó a los 45 min y volvió a disminuir drásticamente a los 60 min (Fig. 8). 

Esto parece indicar que EPEC WT induce ráfagas de endocitosis en las células, más que 

producir su aumento continuo. 

En conjunto, estos resultados demuestran que, a pesar de que Pitstop 2 es un 

potente inhibidor de la endocitosis mediada por clatrina, es incapaz de impedir el 

desensamble de las TJ durante la infección con EPEC WT. 

 

 

  

Figura 8. Cuantificación del número de vesículas por célula. 
Las imágenes obtenidas por microscopía confocal se segmentaron para seleccionar los puntos 
fluorescentes de clatrina, correspondientes a vesículas putativas. Posteriormente, se cuantificaron 
utilizando el software ImageJ. Los asteriscos indican la diferencia estadística con respecto a la 
condición sin infectar. También hubo diferencia significativa p<0.001 entre los 30, 45 y 60 min, tanto 
para la condición con Pitstop 2 como para los grupos no tratados. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Discusión  

En este estudio demostramos que durante la infección por EPEC WT, la 

proteína ZO-1 es relocalizada hacia el citoplasma asociada a las vesículas recubiertas 

por clatrina, proceso que presenta características muy peculiares. A los 45 min de 

infección la co-localización fue mínima, mientras que a los 60 min hubo un aumento 

considerable. Este fenómeno pareciera contradictorio si suponemos que ZO-1 es 

endocitada directamente por vesículas recubiertas de clatrina, ya que esperaríamos 

tener señales intensas tanto de clatrina como de ZO-1 y, a medida que avanza el 

tiempo, la señal debería irse atenuando por el desnudamiento de la vesícula, así como 

la degradación de ZO-1 o su distribución hacia otros compartimentos. Sin embargo, 

debemos recordar que ZO-1 no es una proteína transmembranal y, por lo tanto, la 

endocitosis no forma parte de su mecanismo de recambio normal (Beutel et al., 2019; 

Shen et al., 2008; Yu et al., 2010). En cambio, se ha reportado (Shen et al., 2008) que 

ZO-1 se moviliza entre dos pozas: 1) asociada a las TJ en la membrana apical y 2) una 

poza intracelular, que se encuentra libre en el citoplasma. Entonces, al ser una 

proteína citoplasmática, ZO-1 no forma parte integral de la vesícula endocítica, sino 

que se asocia fuertemente con las proteínas transmembranales cuando son 

endocitadas (Chalmers & Whitley, 2012). Lo más probable es que ZO-1 acompañe a la 

vesícula endocítica durante su trayecto, manteniéndose unida a una proteína de 

membrana. En este aspecto, se ha demostrado que durante la exposición a bajas 

concentraciones de calcio, el complejo de las TJ es endocitado en su totalidad; es 

decir, claudina, ocludina y ZO-1 se encuentran co-localizando (Ivanov et al., 2004). 

Este tipo de endocitosis conjunta no se ha observado bajo otros estímulos (Hopkins 

et al., 2003; Marchiando, Shen, et al., 2010; Rao et al., 2002), pero indica que la 

asociación de ZO-1 con las vesículas endocíticas es factible. De hecho, nuestras 

imágenes de microscopía confocal sugieren que ZO-1 está literalmente siendo 

arrancado del resto de la unión estrecha para recubrir a la vesícula durante su 

internalización. Esta hipótesis se ve reforzada por el hecho de que las vesículas 
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putativas de ZO-1, observadas como puntos de fluorescencia intracelulares, poseen 

una intensidad débil y difusa, en contraposición a la señal de clatrina u ocludina, que 

es mucho más nítida y brillante (ver gráficas de intensidad en Fig. 2 y 4). Esto sugiere 

que la ocludina y la clatrina se encuentran altamente compactadas en las vesículas, 

mientras que ZO-1 se encuentra más dispersa o en menor cantidad en la parte 

exterior de la vesícula. La combinación de estos factores posiblemente sea la causante 

de que a los 45 min únicamente puedan co-ocurrir las señales de ZO-1 y de clatrina. 

De hecho, como se observa en la Figura 2C, la intensidad en el canal verde (clatrina) 

es prácticamente del doble de la del canal rojo (ZO-1). Lo que concuerda con la alta 

compactación de la clatrina al formar los triskeliones que recubren a la vesícula 

(Kirchhausen et al., 2014). Por otro lado, la señal de ZO-1 es mucho más débil, pues 

no se encuentra en las mismas concentraciones ni tan compactada como cuando se 

localiza en las TJ. 

En cambio, a los 60 min la co-localización de ZO-1 y clatrina fue mucho más 

intensa, debido principalmente a que la intensidad de la señal de clatrina se redujo a 

niveles similares a los de ZO-1 (Fig. 2D). Esta reducción de intensidad se puede explicar 

por el hecho de que las vesículas endocíticas deben desnudarse de su proteína de 

recubrimiento (i.e. clatrina) antes de poderse fusionar con los endosomas tempranos 

o encaminarse hacia cualquier otra vía de tráfico intracelular. En correspondencia, 

resulta comprensible que a los 45 min de infección podamos observar una alta 

densidad de vesículas de clatrina, las cuales fueron inducidas por la infección por EPEC 

WT y, a medida que avanza el tiempo de infección, las vesículas sigan su curso natural, 

desnudándose de la clatrina y disminuyendo su señal fluorescente hacia los 60 min de 

infección (Fig. 1, 3 y 8). 

En resumen, la relación entre ZO-1 y clatrina no es lineal, ya que la cantidad 

de ZO-1 asociada a las vesículas no depende directamente de la de clatrina, sino que 

depende de las claudinas y la ocludina. Además, la proporción ZO-1/clatrina se ve 

modificada en el tiempo, conforme la vesícula se desnuda. Esto se refleja en la 
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cuantificación de la co-localización, con coeficientes de Pearson muy bajos a tiempos 

tempranos, pero en rangos intermedios a mayor tiempo de infección. 

En contraste, el análisis de co-ocurrencia basado en objetos sugería que la 

asociación de ZO-1 con las vesículas sucedía incluso desde tiempos tempranos y 

aumentaba en el tiempo. Posiblemente debido a la alta intensidad de clatrina en 

comparación con la de ZO-1 fue imposible observar su co-localización (Fig. 2C). A 

mayor tiempo de infección la intensidad y el número de vesículas de clatrina 

disminuyeron, lo que facilitó la detección de la co-localización. 

Es interesante que también observamos algunos puntos fluorescentes de ZO-

1 que carecían de la señal de clatrina. Esto podría tener dos explicaciones: 1) que esa 

vesícula ya haya sido desnudada por completo de clatrina, motivo por el cual no se 

observa señal o 2) que el cargamento de la vesícula sea ocludina, la cual posiblemente 

posee un mecanismo de endocitosis independiente de clatrina y, por lo tanto, nunca 

estuvo asociada a la clatrina. Con los datos actuales es imposible determinar cuál de 

las dos posibilidades es la correcta, pero resulta atractivo pensar que dichas vesículas 

fueron producidas por la endocitosis de la ocludina, que sí es capaz de unirse a ZO-1, 

pero cuya vía es independiente de clatrina. Por otro lado, las alteraciones 

morfológicas de ZO-1 fueron muy distintas a las observadas con ocludina, lo cual 

probablemente también se deba a su condición citoplásmica. En ese aspecto, un 

trabajo reciente (Beutel et al., 2019) demuestra que las interacciones de ZO-1 consigo 

misma, con el citoesqueleto y con el resto de las proteínas de las TJ, forma una 

interfase líquido-líquido, lo que hace a las TJ un dominio espacialmente 

independiente del resto del citoplasma y de la membrana gracias a la separación de 

fases. Además, reportan que un exceso de ZO-1 resulta en una separación de ZO-1 de 

su localización membranal, formando haces que se extendían lateralmente y cúmulos 

citoplasmáticos de proteína en la membrana. Esos resultados son muy similares a los 

observados en el presente trabajo; sin embargo, los autores de ese trabajo los 

observaron en un modelo en el que el aumento de ZO-1 a nivel membranal fue 
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inducido por la expresión de una mutante fosfo-inactiva. A su vez, esto produjo una 

saturación de la capacidad membranal de contener ZO-1, por lo que el exceso se 

liberaba hacia el citoplasma. Se sabe que ZO-1 es estabilizado en la membrana por 

claudina, ocludina y el citoesqueleto de actina (Furuse et al., 1994; Itoh et al., 1999; 

Van Itallie et al., 2009). En nuestro caso, EPEC induce la endocitosis de claudinas y 

ocludina (McNamara et al., 2001; Muza-Moons et al., 2004); además, EPEC es capaz 

de alterar el citoesqueleto de actomiosina (Swimm et al., 2004; Yuhan et al., 1997). 

En otras palabras, EPEC produce una disminución de los sitios de unión a ZO-1 en la 

membrana. Al haber menos proteínas a las cuales unirse, se produciría una condición 

similar a la observada previamente (Beutel et al., 2019), en la que el exceso de ZO-1 

se desprende de la membrana manteniendo su interfase líquido-líquido y formando 

haces laterales. De hecho, se sabe que en el embrión de pez-cebra, ZO-1 forma 

cúmulos citoplasmáticos con separación de fases durante la formación de las TJ y que 

el sitio de unión a actina es esencial para la incorporación del ZO-1 citoplasmático a 

las TJ (Schwayer et al., 2019). Además, la regulación fina de la tensión del 

citoesqueleto de actomiosina determina la estabilidad y permeabilidad de las TJ 

(Belardi et al., 2020; Cunningham & Turner, 2012). Así pues, EPEC produce notables 

alteraciones del citoesqueleto de actina, por lo que este podría ser otro mecanismo 

importante para la separación de ZO-1 mediante haces laterales. 

El reporte mencionado (Beutel et al., 2019) también aporta información 

valiosa para poder explicar por qué no se observa un aumento citoplasmático de la 

fluorescencia de ZO-1, como sí se observa con ocludina y las claudinas, tras la 

disrupción de las TJ inducida por EPEC WT y otros estímulos (Marchiando, Shen, et al., 

2010; Shen & Turner, 2005). De acuerdo con este modelo, los cúmulos de ZO-1 

mantienen la interfase líquido-líquido aún en el citoplasma, motivo por el que 

observamos los haces de proteína desprendiéndose de la membrana. 

En el caso de ocludina pudimos observar dos alteraciones diferentes: 1) la 

relocalización hacia la membrana basolateral y 2) la endocitosis de la proteína. No 
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logramos identificar alguna secuencia temporal entre ambos eventos, por lo que 

posiblemente ocurran de manera simultánea una vez que las TJ comienzan a 

desensamblarse. De hecho, se sabe que la ocludina es móvil a lo largo de la 

membrana, pudiendo alternar entre la membrana apical y la basolateral mientras no 

se encuentre asociada a otra proteína (Shen et al., 2011). Una vez que la ocludina se 

asocia con alguna claudina, el contacto es estabilizado por ZO-1 y queda fijo a las TJ 

en la membrana apical (Raleigh et al., 2011). Es por eso que la relocalización hacia la 

membrana basolateral ocasionó el adelgazamiento de la señal de ocludina en la 

membrana apical, hasta casi desaparecer hacia los 60 min de infección. 

Previamente, ya se había caracterizado la endocitosis de la ocludina utilizando 

microscopía in vivo, en un modelo de switch de calcio (Shen & Turner, 2005) y tras el 

estímulo con TNF- (Marchiando, Shen, et al., 2010). En dichos trabajos se 

describieron tres fases principales: 1) el enriquecimiento de la proteína en una región 

de la membrana, observado como “protrusiones” en la membrana; 2) posteriormente 

dichas protrusiones se invaginaron y se redondearon y 3) separación de la señal del 

resto de la membrana para formar la vesícula endocítica, dejando un espacio vacío en 

la membrana; es decir, formando líneas discontinuas. En nuestro modelo de células 

fijadas también pudimos detectar cada una de esas fases, lo que implica que la 

ocludina está siendo endocitada. A pesar de esto, la señal de ocludina sólo presentó 

co-localización con clatrina a nivel membranal, mientras que ninguna de las vesículas 

en el citoplasma se encontró co-localizando ni co-ocurriendo con ocludina. Esto 

sugiere que su endocitosis es independiente de clatrina. Nuestros resultados fueron 

similares tanto durante la formación de la vesícula (Fig. 4B y 4F), como cuando ya se 

había desprendido de la membrana (Fig. 4C y 4G). Los eventos de co-localización 

membranal fueron esporádicos y se observaron principalmente a tiempos tempranos 

(30 y 45 min). Los resultados anteriores concuerdan con otros reportes en los que el 

TNF-(Marchiando, Shen, et al., 2010), la despolimerización del citoesqueleto de 

actina (Shen & Turner, 2005) y la toxina CNF-1 de E. coli (Hopkins et al., 2003) inducen 

la endocitosis de ocludina mediante vesículas recubiertas de caveolina. Dada la gran 
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variedad de estímulos que promueven esta vía endocítica, es probable que la 

infección por EPEC también induzca la endocitosis de ocludina por este mecanismo. 

Dado que la ocludina se encuentra exclusivamente en la membrana apical, 

asociada a las TJ, la podemos considerar como un marcador de TJ (Tsukita & Furuse, 

1998). Por lo tanto, la co-localización de ocludina y clatrina en la membrana es 

altamente indicativa de que existen procesos endocíticos dependientes de clatrina 

produciéndose en las TJ durante la infección con EPEC WT. Las TJ están conformadas 

por diversas proteínas y la presencia de clatrina sugiere que al menos una de ellas 

sigue esta vía endocítica. De hecho, hay reportes que muestran que la claudina-2 es 

endocitada mediante vesículas recubiertas de clatrina tras un estímulo con EGF (Ikari 

et al., 2011). Por otro lado, el virus de la hepatitis C induce la endocitosis mediada por 

clatrina de la claudina-1 (Farquhar et al., 2012). A su vez, esto concuerda con que 

Pitstop 2 impida la relocalización de claudina-1 durante la infección con EPEC WT 

(González-Lugo, no publicado). La endocitosis de claudina-1 mediante clatrina 

explicaría por qué la ocludina co-localiza con clatrina únicamente a nivel membranal, 

y conforme la vesícula se va formando y claudina-1 se separa de la ocludina y del resto 

de las TJ, se pierde la co-localización (Fig. 4C y 4G). Aún más, después de que la 

ocludina ya había sido endocitada, podían seguirse formando vesículas recubiertas de 

clatrina en las zonas desprovistas de ocludina (Fig. 4D y 4H), lo que sustenta la 

hipótesis de que cada proteína de las TJ es endocitada por vías distintas. 

Cabe destacar que las imágenes de la Figura 4 se obtuvieron de campos y 

células distintas, ya que se trata de células fijadas. Por consiguiente, a pesar de que 

parecen tratarse de eventos secuenciales a través del tiempo, no podemos tener total 

certeza de que ocurre de esta manera hasta observar los procesos directamente 

mediante microscopía in vivo. 

Sorprendentemente, cuando utilizamos Pitstop 2 los resultados mostraron 

patrones notablemente distintos. En algunos campos ZO-1 parecía conservar su 

morfología normal a los 45 min, mientras que en otros las alteraciones fueron más 
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intensas que en las células sin Pitstop 2. Posiblemente esto se deba a que 45 min es 

un tiempo intermedio, por lo que encontramos alteraciones combinadas, tanto de los 

30 min como de los 60 min. De acuerdo con esta hipótesis, a los 30 min la señal de 

ZO-1 se mantendría similar a la condición sin infectar. Ya que ZO-1 se une fuertemente 

con las claudinas, la permanencia de ZO-1 en la membrana sería estabilizada por 

claudina-1 gracias a que su endocitosis estaría siendo inhibida por el Pitstop 2 

(González-Lugo, no publicado). 

Se sabe que ZO-1 es capaz de unirse tanto a las claudinas como a la ocludina 

mediante su dominio PDZ-1 (Itoh et al., 1999) y los dominios U5-GuK (Furuse et al., 

1994), respectivamente. Además, dicha interacción es necesaria para la localización 

de ZO-1 en la membrana en células L transfectadas con claudina-1 o claudina-2 (Itoh 

et al., 1999); sin embargo, cuando se realiza el silenciamiento de ocludina (Saitou et 

al., 1998; Van Itallie et al., 2010) o alguna claudina (Cording et al., 2013; Weber et al., 

2015) en células polarizadas, la distribución de ZO-1 permanece inalterada. De hecho, 

se suele requerir la alteración de al menos dos proteínas diferentes para poder re-

localizar a ZO-1 hacia el citoplasma (Spadaro et al., 2017). Esto es gracias a que la 

estructura modular de ZO-1 le permite unirse a muchas otras proteínas de las uniones 

adherentes, las TJ y del citoesqueleto, las cuales estabilizan su asociación a las TJ 

(González-Mariscal et al., 2000; Steinbacher et al., 2018; Van Itallie & Anderson, 

2014). 

A diferencia de lo que ocurre con la claudina-1, en este trabajo demostramos 

que Pit-Stop 2 no puede impedir la relocalización de ocludina. En este aspecto, 

nuestras observaciones utilizando Pit-Stop 2 parecen indicar que la redistribución 

inicial de ocludina no es suficiente, por sí sola, para alterar a ZO-1. Posiblemente 

debido a que la claudina-1 y/o las otras proteínas que están interaccionando 

mantengan unido a ZO-1 a las TJ. Conforme avanza al tiempo de infección, EPEC WT 

continúa dañando proteínas del citoesqueleto y de las TJ, así como la fisiología celular 

en general. Los efectos de estas alteraciones podrían ser sumatorios hasta un punto 
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en el que la presencia sustancial de ZO-1 en la membrana se volviera insostenible, 

desprendiéndose entonces súbitamente y en gran cantidad. El resultado serían los 

gruesos haces laterales que observamos a los 45 min de infección. En contraposición, 

en las células infectadas pero sin Pit-Stop 2, la redistribución de ZO-1 se produce de 

manera gradual, por lo que observamos haces laterales desde tiempos tempranos 

pero de menor tamaño. 

Finalmente, los ensayos utilizando Pitstop 2 resaltan su capacidad de inhibir la 

endocitosis en cualquier fase. Debido a ello, todas las vesículas formándose en un 

momento dado quedan secuestradas en la membrana, simulando un aumento en el 

número de vesículas a los 30 min. Conforme avanzó el tiempo de infección, el número 

de vesículas detectadas disminuyó considerablemente (Fig. 8). Ya que el tiempo de 

incubación con Pitstop 2 fue el mismo en todas las condiciones (1 h), posiblemente la 

infección con EPEC WT tenga un efecto sinérgico con Pitstop 2 en la disminución de 

las vesículas observadas. De hecho, se sabe que la clatrina se encuentra y es necesaria 

para la formación del pedestal durante la infección con EPEC WT (Veiga et al., 2007). 

Es posible que EPEC WT utilice y/o degrade la clatrina secuestrada en las vesículas 

paralizadas por Pitstop 2, lo que explicaría la disminución casi completa de la señal de 

clatrina conforme avanza el tiempo de infección, a pesar de que el tiempo de 

exposición a Pitstop 2 fue el mismo. 
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Conclusiones y Perspectivas 

En este trabajo aportamos información acerca del desensamble de las TJ durante la 

infección con EPEC WT. Demostramos además que la ocludina posee una vía 

endocítica independiente de clatrina, aunque su relación con caveolina-1 durante la 

infección con EPEC WT aún debe ser confirmada. Adicionalmente, los resultados 

utilizando Pitstop 2 confirmaron nuestros análisis de co-localización. No obstante, 

Pitstop 2 fue incapaz de impedir la re-localización de ZO-1 y ocludina, lo que sugiere 

que existen otros mecanismos por los cuales EPEC WT es capaz de modificar las TJ, 

aunque la confirmación de esta hipótesis requerirá investigación posterior. 

Los últimos años han observado un gran avance en el entendimiento de los 

mecanismos patógenos de EPEC WT; sin embargo, aún falta camino por recorrer. En 

el futuro se deberá detallar la vía endocítica de la ocludina, en particular si es 

dependiente de caveolina-1. Además, se deberá identificar la vía de tráfico vesicular 

completa, si las proteínas una vez endocitadas pueden ser recicladas o si, por el 

contrario, siguen una vía de degradación. También sería interesante abordar los 

cambios que produce EPEC en la interfase líquido-líquido de ZO-1 en las TJ y 

especialmente si éstas se deben a modificaciones post-traduccionales, como cambios 

en su fosforilación. Se sabe que no sólo ZO-1, sino que también ocludina debe estar 

fosforilada durante su localización en las TJ, por lo que valdría la pena estudiar si EPEC 

WT puede alterar ese estado y si dichas alteraciones son dependientes de la proteína 

efectora EspF. 
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